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Uber einige Oxydationsprodukte der Tokopherole 
und analoger einfacher Modellkérper 
6. Mitteilung iiber Antisterilitatsfaktoren (Vitamin E) 
Von 
W. John, E. Dietzel und W. Emte 
Mit 3 Figuren im Text 





(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitaétslaboratorium in Géttingen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 2. Dezember 1938) 





Vor einiger Zeit beschrieben wir ein Oxydationsprodukt des 
a-Tokopherols I, das a-Tokopherylchinon II'). Aus den Eigen- 
schaften eines daraus gewonnenen Di-p-Brom-benzoesiureesters 
folgerten wir eine Formulierung des e«-Tokopherols als Chroman- 
derivat”). In der vorliegenden Arbeit erginzen wir die damals 
begonnenen Versuche und geben die Versuchsbedingungen der 
friher nur kurz beschriebenen Ergebnisse bekannt; gleichzeitig 
geben wir den beobachteten T'atsachen durch vergleichende Ver- 
suche an 2 Modellkérpern, dem 2,2,5,7,8-Pentamethyl-6-oxy- 
chroman und dem 2,5,7,8-Tetramethyl-6-oxy-chroman, eine breitere 
Grundlage. 

Ks waren im wesentlichen 3 Fragen, fiir die wir uns 
interessierten: 

1. Gelingt es, weitere und sicherere Anhaltspunkte fiir die 
Formulierung der Tokopherole als Chromanderivate zu erhalten? 

2. Unter welchen Bedingungen lassen sich die Oxydations- 
produkte der Tokopherole wieder reduzieren und in das «-Toko- 
pherol zuriickverwandeln? 

3. Welche Bedeutung haben die Oxydationsprodukte der Toko- 
pherole im biologischen Wirkungsmechanismus der Vitamin E- 
Faktoren ? 

Griinde fiir die Annahme einer Formulierung der Toko- 
pherole als Chromanderivate sind inzwischen auch von F. Bergel, 
A.Jacob, A.R.Todd und T. 8. Work), sowie von L. J. Smith, 
H.E.Ungnade und W. W. Prichard‘) und O. H. Emerson’) 
angefiihrt worden. Eine einfache Unterscheidungsméglichkeit 
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zwischen Chroman- und Cumaranderivaten haben wir folgender. 
maBen gefunden. Die U.V.-Absorptionsspektren entsprechend 
substituierter Oxy-chromane und Oxy-cumarane zeigen nur geringe 
Unterschiede, so daB sich darauf eine sichere Unterscheidung 
zwischen beiden nicht griinden lift. Das Absorptionsmaxinuy 


der Cumarane ist etwas héher und wenig langwelliger als das 


gleichartig substituierter Chromane. Wir hofften nun, dai die 


bei der Veresterung solcher Oxy-chromane und Oxy-cumarane | 


auftretende Verschiebung des Maximums bei beiden verschiedey 
groB sein wiirde und einen Unterschied zwischen Chroman- und 


Cumaranderivaten erkennen lassen wiirde. Wie Fig. 1 zeigt ist | 


dies tatsichlich der Fall. Das Allophanat des 2,4,6,7-Tetra- 
methyl-5-oxy-cumarans (Kurve 1) absorbiert langwelliger und 
wesentlich héher als das Allophanat des 2,2,5,7,8-Pentamethiyl- 
6-oxy-chromans (2), das 2,2-Didodecyl-5,7,8- trimethyl -6 -oxy- 


5 


chroman-allophanat (4) oder das e-Tokopheryl-allophanat (3), 


Das Maximum des Cumaran-allophanates liegt um rund 50°), 
héher als die Maxima der untereinander gut tibereinstimmenden 
Chroman-allophanate*) Die von P. Karrer, R. Escher, 
H. Fritzsche, H. Keller, B.H. Ringier und H. Salomon‘ 
geiuBerte Ansicht, da&B Cumaran- und Chromanverbindungen 
analoger Struktur praktisch identische Absorptionsspektren | 
sitzen, gilt demnach nicht allgemein. 

Das a-Tokopheryl-chinon II, entsteht durch Oxydation des 
a-Tokopherols mit Silbernitrat oder Ferrichlorid. Bei der Ver- 
wendung von Silbernitrat entstehen durch weitere Oxydation leicht 
stark rot gefiirbte Produkte, die bei der Verwendung von ferri- 
chlorid kaum auftreten. Man erhilt aber mittels Silbernitrat 
stets ein héheres Maximum der Chinon-Absorptionsbande bel 
265 mu. Fir die folgenden Umsetzungen sind beide Arten der 
Oxydation in gleicher Weise zu verwenden. 

Das «-Tokopherylchinon l48t sich mit Pd in Alkohol oder 
Petrolither leicht zum entsprechenden Hydrochinon III (im folgen- 
den kurz als e«-Tokopheryl-hydrochinon bezeichnet) reduzicre., 
das durch seine auBerordentliche Kmptindlichkeit gegen Saucr- 
stoff. gekennzeichnet ist. Schon durch kurzes Stehen an Lutt 
wird es zum Chinon II zuriickoxydiert. Ebenso entsteht das 
«-Tokopheryl-hydrochinon durch Reduktion des e-Tokophery!- 


*) In neuerer Zeit haben wir auch einen Punkt 284 mu gemessen, det 
bei den Chromanderivaten noch etwas héher liegt als der Punkt 250 1" 
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chinons mit Zink und Eisessig. Durch die Beobachtung der 
U.V.-Absorptionsspektren laBt sich leicht zeigen, daB dabei kein 
oder sicher nur wenig a-Tokopherol gebildet wird. Die Riick- 
yverwandlung des «@-Tokopheryl-hydrochinons in «-Tokopherol 
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Fig. 1 
1. e—e—e Tetramethyl-oxy-cumaran-allophanat 
2.0—-—-—o Pentamethyl-oxy-chroman-allophanat 
3. x———-x__ a-Tokopheryl-allophanat 
4. e——-—e Didodecyl-trimethyl-oxy-chroman-allophanat 


gelinet erst beim Erhitzen mit starken Saiuren. «-Tokopheryl- 

chinon geht beim Erhitzen in Eisessig mit Zink und Brom- 

Wasserstoffsiure, oder durch Erhitzen mit Zink in alkoholischer 

Salzsiiure quantitativ in «-Tokopherol iiber. Das reversible Redox- 

system des «-Tokopherols ist also durch das folgende Schema 
12* 
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zu formulieren, ein leicht reversibles Verhiltnis besteht demnach 
nur zwischen der Chinon- und Hydrochinonstufe. 





CH, 
HO. ALAS 
ia } Non, CH, CH, __-CH 
we _C-(CH,),-CH-(CH,),: bu. (CH,),- CH on 
3 | O H 3 
I CH, , 
Sl-- Kk 
a \2 ~ H Hig. 
< |" 
v 
CH, \ ‘i 
O | CH, Zn + Eg i 
\ St Katalyt. Ha HO — Nou 
, sae Sane 
y YSs~\ HO C-C,,Hs, H,C/ Pa HO- C- -U,,H,, 
| H, OH CH, 
II CH, Il bu, 


Krystallisierte Derivate des «-Tokopheryl-hydrochinons III 
haben wir auf verschiedene Weise erhalten. Durch Kochen des 
«-Tokopheryl-chinons mit Essigsiureanhydrid, Natriumacetat und 
Zink entsteht ein gut krystallisiertes Triacetat vom Schmelzp. 75°; 
durch Behandeln mit p-Brombenzoylchlorid und Natriumhydro- 
sulfit in alkalischer Lésung erhalt man einen Di-p-Brom-benz0e- 
siureester des a«-Tokopheryl-hydrochinons vom Schmelzp. |14’; 
durch Veraitherung mit Dimethylsulfat unter Zusatz von Natriun- 
hydrosulfit in alkalischer Liésung bildet sich aus «-Tokophery!- 
chinon ein «-Tokopheryl-hydrochinon-dimethylither, der sich 
leicht in den krystallisierten Dinitro-benzoesiureester [VY vom 
Schmelzp. 57° iiberfiihren 1aBt. 


CH, 


HCO. J 
Aan CH, CH, 


) _CH 
\ H c--(CH,,- CH -(CH,),-CH-(CH,),- CH 


ws mn ~.CH 
[H,CO 0-CO-C,H,-(NO,), 
an bu 


In gleicher Weise wie das «-Tokopherol liBt sich auch das 
8-Tokopherol (= Cumo-tokopherol) mit Silbernitrat oder Feri- 
chlorid zum #-Tokopheryl-chinon oxydieren. Bei Verwendung 


von Silbernitrat entstehen aus f-Tokopherol in noch stirkerel 
MaBe rot gefirbte Uberoxydationsprodukte. Gegeniiber Reduktions- 
mitteln verhilt sich das #-Tokopheryl-chinon analog dem «-Toko- 





| pheryl 


nicht 1 
D 


| Reduk 


korper. 


| solche 


erhalte 


| gum al 


in der 


chinon 


methyl 
des «-' 
methyl 
an ein 
Tukopt 


| kniipft 


D. 
zu ein 
oxydier 
milder 
lingere 
produk 
und de 


HO 


Ge 
ahnlich 
und Ki 
Sauerst 
U.V.-Al 
ordentli 
Chinon 
zusatz, 
Wasser: 









Uber einige Oxydationsprodukte der Tokopherole usw. 177 


pheryl-chinon, krystallisierte Derivate haben wir jedoch bisher 
nicht isoliert. 
| Die bei den Tokopherolen durchgefiihrten Oxydations- und 
Reduktionsversuche haben wir auch an zwei einfachen Modell- 
| kérpern durchgefihrt; einmal um Aufschlu8 zu erhalten iiber 
solche Produkte, die bei den Tokopherolen nicht krystallisiert 
erhalten werden konnten, wie die roten Uberoxydationsprodukte; 
zum anderen um sichere Anhaltspunkte iiber die tertiire Natur der 
in der Seitenkette stehenden Hydroxylgruppe des «-Tokopheryl- 
' chinons zu erlangen. Wir verwendeten dazu das 2,2,5,7,8-Penta- 
methyl-6-oxy-chroman V‘"), das als der eigentliche Grundkérper 
des «-Tokopherols angesehen werden kann, und das 2,5,7,8-Tetra- 
methyl-6-oxy-chroman VIII’), bei dem die Sauerstoffbriicke nicht 
an ein tertiares Kohlenstoffatom wie im Chroman V und in den 
Tukopherolen, sondern an ein sekundires Kohlenstoffatom ge- 
| kniipft ist. 

Das Pentamethyl-chroman V lat sich mit Ferrichlorid glatt 
zu einem Chinon VI vom Schmelzp. 62° oxydieren. Silbernitrat 
oxydiert das Pentamethyl-chroman nur bei vorsichtiger Kinhaltung 
milder Versuchsbedingungen in guter Ausbeute zum Chinon, bei 
lingerem Kochen mit Silbernitrat erhilt man das Uberoxydations- 
produkt in Form schéner, tiefroter Nadeln vom Schmelzp. 109° 
und der analytischen Zusammensetzung C,,H, ,O,. 
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Hydrochinon VII 


Gegentiber Oxydationsmitteln verhalt sich das Chinon VI sehr 
ihulich wie das «-Tokopheryl-chinon. Beim Erhitzen mit Zink 
und Kisessig geht es in das Hydrochinon VII iiber, das vom 
Sauerstoff der Luft leicht zum Chinon zuriickoxydiert wird. Die | 
U.V.-Absorptionsmessung zeigt, daB dabei kein oder nur aufer- 1 | 
ordentlich wenig Chroman zuriickgebildet wird. Erhitzt man das ai 
Chinon VI jedoch mit Zink und Eisessig unter Bromwasserstoff- | 
zusatz, so verwandelt es sich iiber die Hydrochinonstufe unter 
Wasserabspaltung in das urspriingliche Chroman zuriick. Bei der 
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Synthese des Chromans haben wir den RingschluB vom Hydro. 
chinon zum Chroman stets mit alkoholischer Salzsiure durch. 
gefiihrt. An krystallisierten Derivaten des nicht als solches 
isolierten Hydrochinons VII haben wir auf denselben Wegen 
wie beim «-Tokopherol einen Di-p-Brom-benzoesaureester yom 
Schmelzp. 202° und ein Triacetat vom Schmelzp. 113° gewonnen, 


In mancher Hinsicht andersartig verhalten sich die (xy. 
dationsprodukte des 2,5,7,8-Tetramethyl-6-oxy-chromans VIII, 
Die Oxydation zum Chinon IX vom Schmelzp. 79° la8t sich mit 
Ferrichlorid glatt durchfihren. Mit Silbernitrat geht die QOxy- 
dation merklich langsamer als beim Pentamethyl-chroman; sie 
fiihrt bei kurzer Oxydation ebenfalls zum Chinon IX, bei laingerer 
EKinwirkung von Silbernitrat, am besten in Methanol-Lésung, 
wieder zu einem Uberoxydationsprodukt, das in prichtig, rubinrot 
glanzenden Nadeln vom Schmelzp. 141° erhalten wird. Es besitzt 
die analytische Zusammensetzung C,,H,,0,. Die Aufklarung der 
Konstitution der roten Kérper soll Gegenstand weiterer Unter- 


suchungen sein. 


CH, OH, 
HO | CH, O | CH, 
_— yO cH, FeCl, AgNO, = NV” Non, 
! pnanipeentonmanesmntien iY 
. Zn + Bg. \H-CH 
H,c/ \~~ ~~ ome = H,C a ne a 
| 
Vill CH, IX CH, 


Vor kurzem beschrieben auch Karrer und Mitarbeiter®) ein 
Chinon der Formulierung IX. Eigentiimlicherweise unterscheidet 
sich das Produkt der Schweizer Forscher wesentlich von unserem 
Chinon. Karrer und Mitarbeiter finden den Schmelzp. 52°, 
wihrend wir den Schmelzp. 79° feststellten; iiberdies ist das 
Chinon der Schweizer Autoren gegeniiber Silbernitrat bestiindig, 
wihrend unser Chinon vom Schmelzp. 79° von Silbernitrat leicht 
weiter oxydiert wird zu dem beschriebenen roten Ké6rper. 

Bei der Reduktion des Chinons IX mit Zink und Eisessig 
wird direkt unter Wasserabspaltung in guter Ausbeute das Chroman 
zuriickgebildet. Darin verhalt sich das Chinon IX wesentlich 
anders als das a@-Tokophberylchinon II und das Chinon V; die 
gréBere Reaktionsfihigkeit der sekundiren Hydroxylgruppe gegen- 
iiber der tertiiren Hydroxylgruppe der beiden anderen Chinone 
offenbart sich deutlich. Bei der reduzierenden Acetylierung e’- 
hielten wir ein T'riacetat vom Schmelzp. 104”. Durch reduzierende 
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Veresterung mit p-Brombenzoyl-chlorid in alkalischer Lésung ent- 
steht ein Di-p-Brom-benzoesiureester vom Schmelzp. 199° Die 
| Hydroxylgruppe in der Seitenkette wird bei den Bedingungen 
dieser immer in gleicher Weise durchgefiihrten Reaktion nicht 
yerestert, wie wir es friher’) fiir wahrscheinlich angesehen hatten. 
Die sekundére Hydroxylgruppe ist jedoch leicht als solche zu 
erkennen durch ihre leichte Oxydierbarkeit durch Chromsiure. 
Der Di-p-Brom-benzoesiureester vom Schmelzp. 199° wird in 
Kisessig von Chromsiaure schon bei Zimmertemperatur leicht an- 
gegriffen, wahrend die Di-p-Brom-benzoesiureester aus «-Toko- 
pherylchinon IL und dem Chinon V unter denselben Bedingungen 
nicht oxydiert werden. Aus dieser vergleichenden Gegeniiber- 
stellung geht mit aller Deutlichkeit hervor, daB im a-Tokopherol 
| die Sauerstoffbriicke mit einem tertiiren Kohlenstoffatom ver- 
kniipft ist wie im 2,2,5,7,8-Pentamethyl-6-oxy-chroman, dem es 
in allen Kigenschaften gleicht. Gleichzeitig ist damit auch die 
Formulierung der Tokopherole als Chromanderivate weiter ge- 
stiitzt, denn eine Formulierung als Cumaranderivat miiBte an der 
Verkniipfungsstelle der Sauerstoffbriicke ein sekundires Kohlen- 
| stoffatom enthalten. 

Gelegentlich einiger weiterer Versuche, Silbernitrat als Oxy- 
dationsmittel zu verwenden, oxydierten wir 3,4-Dihydro-5, 7,8-tri- 
methyl-6-oxy-cumarin X in Athanol und erhielten dabei quantitativ 
den #-Trimethyl-benzochinon-propionsaure-athylester XI. 


CH, ’ OH, 
HO. J CH, | H,-CH,- cH. 
N “S Fe aa O A Oli CH, 0000,H, 
07 SN H,0/ \~ So 
X OH, XI CH, 


Bei Verwendung von Methylalkohol als Lésungsmittel erhalt 
man bei der Oxydation mit Silbernitrat den #-Trimethyl-benzo- 
chinon-propionsdure-methylester. 

Nach den Angaben der Literatur bleibt es zweifelhaft, ob 
dem «-Tokopherylchinon eine biologische Wirksamkeit zukommt 
oder nicht. J. Waddell und H. Steenbock®) verwandten schon 
1928 Ferrichlorid, um die Nahrung Vitamin E-frei zu machen. 
H.M. Evans und O. H. Emerson”) stellen andererseits fest, 
a8 das Silbernitratoxydationsprodukt des a-Tokopherols eine 
betriichtliche Antisterilititswirkung besitzt, wihrend P. Karrer, 
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H. Salomon und H. Fritzsche!) bis zu 20mg keine Wirk. 
samkeit finden. Wir haben bisher in erst wenigen Vorversuchey 
mit je 20 mg eines reinen «-Tokopheryl-chinon-Priparates nur ip 
einzelnen Fallen Vitamin E-Wirksamkeit gefunden, in anderen 
Fallen blieb die Wirksamkeit jedoch véllig aus. Die Priifung 
der Frage der Wirksamkeit des «-Tokopheryl-chinons scheint uns 
erhebliche Bedeutung zu besitzen, um Anhaltspunkte dafiir zy 
gewinnen, ob das Vitamin EK, ahnlich einer Anzahl anderer wichtiger 
Biokatalysatoren, seine biologische Wirksamkeit im Sinne eines 
Redoxsystems entfaltet, oder ob die Deutung seines Wirkungs- 
mechanismus auf andere Weise zu suchen ist. Eine gréfere 
Serie von Tierversuchen haben wir zur Klarung dieser Frage 
bereits in Arbeit genommen. | 


Der Firma E. Merck, Darmstadt, danken wir fir die wert- 
volle Unterstiitzung unserer Versuche. 


Beschreibung der Versuche 


Oxydation des «-Tokopherols mit Silbernitrat. 450 mg «-Toko- 
pherol werden in 10 ccm reinem Athanol gelést und in einem Wasserbad 
auf 50° erwirmt. Hat die Lésung diese Temperatur erreicht, so gibt man 
unter kriftigem Riihren 1,5 g feinpulverisiertes Silbernitrat zu. Die Oxy- 
dation setzt sofort ein unter Abscheidung von Silber und Gelbfirbung der 
Lésung. Nach etwa 20 Minuten beginnt die erst reingelbe Fliissigkeit einen 
schwach rétlichen Farbton anzunehmen und wird allmihlich stirker rot. 
Man bricht am besten nach 40 Minuten ab, ehe die Rotfirbung einen 
nennenswerten Betrag erreicht hat, bei lingerer Einwirkung des Silber- 
nitrats wird die Lésung intensiv rot. Eigenartigerweise tritt in Methanol 
die Rotfairbung erheblich frither und stirker ein. Man verdiinnt mit Wasser 
und extrahiert mit Ather. Man erhiilt ein rétlich-gelbes Ol, das eine starke 
U.V.-Absorptionsbande zeigt bei 265 my in einer Héhe von rund ¢ = 20000 
(héchster Wert e = 21500). Wir haben die Bedingungen der Oxydation 
mit Sorgfalt so gewihlt, daB méglichst hohe Werte von « erreicht wurden. 
Bei laingerer Einwirkung von Silbernitrat werden die e-Werte wieder kleiner. 
Der bei Uberoxydation vorwiegend entstehende rote Stoff zeigt eine wenig 
ausgepriigte Gesamtabsorption unterhalb 800 mu, er diirfte strukturell ver 
wandt sein mit den weiter unten beschriebenen aus einfachen Chromanen 
isolierten krystallisierten roten Kérpern. Bei sorgfiltiger Beobachtung 
obiger Versuchsbedingungen erhilt man das Chinon des oa-Tokopherols 
sofort fast rein mit Analysenwerten entsprechend der Formel C,H;)0;: 
Ausbente 460 mg. 


7,200 mg Subst.: 20,530 mg CO,, 7,210 mg H,O. 
C..H;0, Ber. C 77,96  H 11,29 Gef. © 77,80 H 11,21. 


Zur vollstindigen Reinigung empfiehlt sich jedoch eine chromato 
graphische Aufteilung aus benzolischer Lésung an Kieselsiure (Aluminium- 





oxyd Db 
das o-] 
Nur im 
reines | 
Schicht 
Spektru 


Z 
0,27 cer 
Das a@- 
120° iil 
von Ze 

0; 
Oxydati 
durchge 
aber au! 
yon & = 

Be 
200 mg 
weise e 
Tropfen 
kalium- 
deutlich 
Wasser 
sind be 
bleiben 
Vorteill 
Bildung 
ist. Di 
a-Tokoy 


pherol » 
auf den 
beim «- 
rotlich | 
Absorpt 
}-Tokop 
Kieselsi 
4, 
C,H 


Ze 
0,48 een 











Uber einige Oxydationsprodukte der Tokopherole usw. 181 


oxyd nach Brockmann verindert das «-Tokopheryl-chinon), dabei bildet 
das a-Tokopheryl-chinon eine gleichmaBige gelbe Zone tiber die ganze Siule. 
Nur im ersten Vorlauf sind 9 mg farbloses Ol abzutrennen, alles iibrige ist 
reines «-Tokopheryl-chinon, das mit Ather-Alkohol eluiert wird. Einzelne 
Schichten des Chromatogramms zeigen kaum Abweichungen beziiglich ihres 
Spektrums oder ihrer Analyse, z. B.: 


5,275, 5,695 mg Subst.: 15,040, 16,240 mg CO,, 5,320, 5,660 mg H,O. 


C.,H;,0,; Ber. C 77,96 H 11,29 
Gef. ,, 77,76, 77,79  ,, 11,28, 11,12. 


Zerewitinoff- Bestimmung des aktiven Wasserstoffs: 3,858 mg Subst. : 
0,27 eem CH, (20°, 758 mm) entsprechend 1,29 Mole aktiven Wasserstoffs. 
Das «-Tokopheryl-chinon 148t sich im Hochvakuum bei 0,002 mm Hg bei 
120° iiberdestillieren, es bleibt jedoch stets ein betrichtlicher Rtickstand 
von Zersetzungsprodukten. 


Oxydation des «-Tokopherols mit Ferrichlorid. Wir haben die 
Qxydation des a-Tokopherols mit Ferrichlorid zuerst in peroxydfreiem Ather 
durehgefiihrt. Die Héhe der U.V.-Absorption bei 265 mu schwankte dabei 
aber auBerordentlich stark ohne erkenntliche RegelmaBigkeit zwischen Werten 
yon e = 10000 bis ¢« = 18000. 

Besser durchfiihren laBt sich die Oxydation in alkoholischer Lésung: 
200 mg a-Tokopherol werden in 5 ccm Athanol gelést, dazu gibt man tropfen- 
weise eine 5°/,ige Lésung von Ferrichlorid in 90°/,igem Alkohol. Die ersten 
Tropfen der Lésung werden schnell verbraucht, wie eine Probe mit Jod- 
kalium-Stirkepapier anzeigt. Man setzt die Eisenchloridlésung bis zum 
deutlichen Uberschu8 hinzu, erwirmt dann etwa 10 Minuten auf dem 
Wasserbad und arbeitet wie oben auf. Die erhaltenen Oxydationsprodukte 
sind beziiglich der Hohe der Absorptionsbande gut reproduzierbar, doch 
bleiben die s-Werte stets niedriger als die mit Silbernitrat erreichten Werte. 
Vorteilhaft bei der Verwendung von Ferrichlorid ist die Tatsache, daB die 
Bildung von rot gefirbten Uberoxydationsprodukten weniger zu befiirchten 
ist. Die erhaltenen rein gelb gefirbten Ole stellen sofort ziemlich reines 
a-Tokopheryl-chinon dar. 


3,943 mg Subst.: 11,260 mg CO,, 3,910 mg H,0. 
C,5H;,0, Ber. C 177,96 H 11,29 Gef. C 177,88 H 11,09. 


Oxydation des £-Tokopherols mit Silbernitrat. 250 mg §-Toko- 
pherol werden in Athanol gelést und mit 800 mg Silbernitrat 1'/, Stunden 
auf dem Wasserbad erhitzt, da die Oxydation langsamer vor sich geht, als 
beim «-Tokopherol. Dabei 148t sich nicht vermeiden, da8 die Lésung stark 
rotlich wird. Das Oxydationsprodukt zeigt durchschnittlich eine Héhe der 
Absorptionsbande bei 256 mu von s=17000. Zur Reinigung wird das 
'-Tokopheryl-chinon auch zweckmiBigerweise durch eine kleine Réhre mit 
Kieselsiure filtriert, der nicht gefirbte Vorlauf betrigt etwa 5 mg. 


4,916 mg Subst.: 13,925 mg CO,, 4,870 mg H,0. 
C..H,,0, Ber. C 77,71 H 11,19 Gef. C 77,24 H 11,84. 


_ “erewitinoff-Bestimmung des aktiven Wasserstoffs: 5,997 mg Subst.: 
¥48 ccm CH, (21°, 752 mm) entsprechend 1,42 Mole aktiven Wasserstoffs. 
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Oxydation des f-Tokopherols mit Ferrichlorid. Unter denselhey 
Bedingungen wie das «-Tokopherol lift sich auch £-Tokophero| 
mit Ferrichlorid oxydieren. Die erreichten ¢-Werte liegen jedoch 
stets niedriger als die bei der Silbernitrat-Oxydation erreichtey 
Werte, indessen laBt sich die Bildung der roten Uberoxy dations. 
produkte dabei einschrinken. 


Oxydation des Durohydrochinon-mono-cetylathers. Durch 2stiin- 
diges Kochen mit Silbernitrat in Aceton-Lésung l4Bt sich Duro- 
hydrochinon-mono-cetylather quantitativ in Durochinon und Cetyl- 
alkohol zerlegen. Ebenso verhalten sich alle anderen von uns 
synthetisierten Monoather des Durohydrochinons. Es _ erscheint 
deshalb unwahrscheinlich, daB der Durohydrochinon-mono-dilydro- 
phytylather von Karrer, Salomon und Fritzsche!) von Silber- 
nitrat nicht oxydiert werden soll. In gleicher Weise werden die 
Monoither des Pseudocumol-hydrochinons durch Kochen wit 
Silbernitrat in alkoholischer Lésung in Pseudocumo-chinon und 
den entsprechenden Alkohol gespalten. Rote Uberoxydations- 
produkte haben wir dabei nicht beobachtet. 

Auch Ferrichlorid la8t sich zur Spaltung der Monoither des 
Durohydrochinons und des Pseudocumol-hydrochinons in gleicher 
Weise verwenden. 

Oxydation des 2,5,7,8-Tetramethyl-6-oxy-chromans***), 400 mg 
Tetramethyl-oxy-chroman vom Schmelzp. 145° werden mit 1 g Silbernitrat 
in 15 cem Athanol 2 Stunden auf dem Wasserbad gekocht, dabei wird die 
Lésung bereits ziemlich stark rétlich. Man erhilt nach der iiblichen Aut- 
arbeitung in etwa 60°/, Au-beute ein aus Ather—Petrolither in gelben Nadeln 
krystallisierendes Chinon vom Schmelzp. 79°. In den Mutterlaugen befinden 
sich stirker rot gefiirbte Produkte. 

4,621 mg Subst.: 11,890 mg CO,, 3,370 mg H,0. 

CO, Ber. C 70,22 H 8,17 Gef. C 170,17 H 8,16. 

Fiihrt man die Oxydation mit Ferrichlorid durch, so vermeidet man 
die Bildung des roten Uberoxydationsproduktes. Man verfihrt dabei genau 


in der gleichen Weise, wie sie beim «-Tokopherol beschrieben wurde. Das 
Chinon 79° Ji8t sich mit iiber 80°/, Ausbeute erhalten. 


Oxydation des Chinons 79° mit Silbernitrat. 400 mg des Chinons 
vom Schmelzp. 79° aus dem vorstehend beschriebenen Versuch oder auch 
direkt 400 mg Tetramethyl-oxy-chroman vom Schmelzp. 145° werden mit 
5 g Silbernitrat in 20 ccm Methanol 2 Stunden auf dem Wasserbad gekocht, 
dabei wird die Lésuny tiefrot. Zur Aufarbeitung verdiinnt man mit Wasser, 
schiittelt wiederholt mit Ather aus, in dem der rote Stoff ziemlich schwer 
léslich ist. Das beim Abdampfen des Athers erhiiltliche rote Produkt 
krystallisiert spontan in roten Nadeln. Es wird avs Ather umkrystallisiert: 
bei guter Kiihlung scheiden sich daraus lange, diinne, rubinrot glinzende 
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Nadeln aus vom Schmelzp. 141°. Ausbeute iiber 300 mg. In den Mutter- 
laugen befindet sich noch wenig nicht umgesetztes Chinon. Das U.V.-Absorp- 
tionsspektrum zeigt eine hohe Gesamtabsorption mit einem wenig aus- 
geprigten Maximum bei 275 mu und bei 365 mu. 


4,781, 5,032 mg Subst.: 12,185, 12,925 mg CO,, 2,940, 3,060 mg H,0. 


C,.H,,0; Ber. C 69,87 H 6,84 
Gef. ,, 69,51, 70,05  ,, 6,88, 6,80. 


Fiihrt man die Oxydation in Athanol durch, so lassen sich auch nach 
éstiindigem Kochen noch betriichtliche Mengen des Ausgangsmaterials neben 
dem roten K6érper vom Schmelzp. 141° isolieren. 


Oxydation des 2,2,5,7,8-Pentamethyl-6-oxy-chromans*”). 200 mg 
Pentamethyl-oxy- _chroman vom Schmelzp.94° werden in 20 cem Athanol gelést 
und mit 0,5 g Silbernitrat auf 50° erwiirmt. Die Oxydation setzt sofort 
ein, schon nach 5 Minuten beginnt die Rotfirbung; nach 15 Minuten ver- 
diinnt man mit Wasser und extrahiert das Chinon mit Ather. Es krystalli- 
siert in gelben Nadeln vom Schmelzp. 62° in etwas tiber 100 mg Ausbeute; 
daneben entstehen bereits erhebliche Mengen iiheroxydierter Produkte. 


5,019 mg Subst.: 13,045 mg CO,, 3,790 mg H,0. 
C,,H,,0, Ber. C 71,14 H853 Gef. C 70,89 H 8,45. 


Bei Verwendung von Ferrichlorid zur Oxydation des Chromans in 
der heim a-Tokopherol beschriebenen Weise erhilt man ohne Uberoxydations- 
produkte das Chinon 62° in sehr guter Ausbeute. 


Oxydation des Chinons 62° mit Silbernitrat. 200 mg des Chinons 
vom Schmelzp. 62' werden mit 2 g Silbernitrat in 15 cem Athanol 1'/, Stunden 
auf dem Wasserbad zum Sieden erhitzt. Man arbeitet auf wie oben und 
erhiiit aus Ather tiefrot gefirbte, lange Nadeln vom Schmelzp. 109° in etwa 
80°/,iger Ausbeute. 

5,512 mg Subst.: 14,270 mg CO,, 3,650 mg H,0O. 


C,,H,,0; Ber. C 70,87 H 7,32 Gef. C 70,61 H 7,41. 


Oxydation des 3,4-Dihydro-5,7,8-trimethyl-6-oxy-cumarins mit 
Silbernitrat'*), 500 mg Dihydro-trimethyl-oxy-cumarin werden mit 5,0 g 
Silbernitrat in 20 cem Athanol 2 Stunden auf dem Wasserbad gekocht. 
Aufarbeitung wie oben. Man erhalt aus Ather sofort eine feste, krystalline 
gelbe Masse. Aus verdiinntem Alkohol krystallisiert der Chinonkérper in 
groben, hellgelben, glasigen T'afeln vom Schmelzp. 59,5°. 

4.471 mg Subst.: 10,985 mg CO,, 2,880 mg H,0. 


C,H,0, Ber. C 67,16 H7,25 Gef. C 67,01 H 7,21. 


Die Analysendaten zeigen, daB der Athylalkohol an der Reak- 
tion teilgenommen und gleichzeitig mit der Aufspaltung zu einer 
quautitativen Veresterung zum f-Trimethyl-benzo-chinon-propion- 
sdure-athylester gefiihrt hat. Fiihrt man die Oxydation des Di- 
iydromethyl-oxy-cumarins unter sonst gleichen Bedingungen in 
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Methanol durch, so erhalt man entsprechend in guter Ausbeute 
den §-Trimethyl-benzochinon-propionsiure-methylester in gellen, 


kurzen Prismen vom Schmelzp. 33°. 
4,320 mg Subst.: 10,444 mg CO,, 2,625 mg H,0O. 
C,3H.0, Ber. C 66,06 H 6,83 Gef. C 65,95 H 6,80. 


Reduzierende Veresterung des «-Tokopheryl-chinons mit p-Brom. 
benzoylchlorid. 170 mg «- -Tokopheryl-chinon werden in 5 cem peroxyd- 
freiem Ather gelést und mit einer Mischung von 15 cem 10°/,iger Natron. 
lauge, 500 mg Natriumhydrosulfit und 500 mg p-Brom-benzoylehlorid in 
einem Schiitteltrichter kriftig durchgeschiittelt. Die iitherische Lésung wird 
nach kurzer Braunfirbung sofort véllig farblos. Nach 10 Minuten gibt man 
weitere 500 mg Natriumhydrosulfit, 500 mg p-Brom-benzoylchlorid und 
10 cem Natronlauge zu und schiittelt weiterhin 15 Minuten. Nachdem man 
nochmals 300 mg p-Brom-benzoylchlorid zugesetzt hat, beendet man nach 
insgesamt 1stiindigem Schiitteln die Reaktion, extrahiert mit Ather, wiischt 
diesen gut mit Natronlauge und Wasser. Man erhilt aus dem Ather eine 
feste weiBe Masse, die sich aus Methanol leicht umkrystallisieren Ji8t, in 
fast quantitativer Ausbeute vom Schmelzp. 113,5°. Aus wiéBrigem Pyridin 
erhilt man nach 2tigigem Stehen flache Nadeln vom Schmelzp. 114°. 


2,643 mg Subst.: 6,180 mg CO,, 1,665 mg H,O. — 17,509 mg Subst.: 
3,370 mg AgBr. 
C,;H;,0,Br. Ber. C 63,37 H 7,18 Br 19,63 
Gef. ,, 63,77 ,, 7,05 19,10. 


Zerewitinoff- Bestimmung des aktiven Wasserstoffs: 5,761 mg Subst.: 
0,14 eem CH, (20°, 750 mm), entsprechend 0,81 Mole aktiven Wasserstofis. 


Aus einem nach der Methode von Karrer und Mitarbeitern”’ 
synthetisierten d,l-c-Tokopherol erhielten wir auf demselben Weg 
iiber das d,l-a-Tokopheryl-chinon einen Di-p-Brom-benzoesiure- 
ester vom Schmelzp. 115°, der mit dem aus natiirlichem «-Toko- 
pherol bereiteten Di-p-Brom-benzoesiiureester vom Schmelzp. 114° 
keine Schmelzpunktsdepression zeigt. 

5,186 mg Subst.: 12,100 mg CO,, 3,350 mg H,O. — 8,650 mg Subst.: 
4,030 mg AgBr. 

C,;H;,0;Bre Ber. C 63,37 H 7,18 Br 19,63 
Gef. ,, 63,67 , 7,28 , 19,83. 


Zerewitinoff- Bestimmung des aktiven Wasserstoffs: 6,449 mg Subst.: 
0,17 cem CH, (20°, 750 mm), entsprechend 0,88 Mole aktiven Wasserstotis. 


Beide Di-p-Brom-benzoesiureester sind in Hisessig bei Zimmer- 
temperatur gegen eine verdiinnte Liésung von Chromsiiure 10 
95°/ igem Kisessig waihrend 10 Stunden bestindig. Bei 70—80" 
beginnt nach 30 Minuten Chromsiiure langsam einzuwirken. 
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Di-p-Brom-benzoesadureester aus dem Chinon 79° 150 mg des 
Chinons vom Schmelzp. 79° aus Tetramethyl-oxy-chroman werden in 5 ccm 
Ather gelést und mit 80 ccm 10°/,iger Natronlauge unter portionsweisem 
Zugeben von 1 g Natriumhydrosulfit und 1 g p-Brom-benzoylchlorid 1 Stunde 
kriiftig geschittelt. Man erhilt etwa 150 mg Di-p-Brom-benzoesiureester, 
der sich aus Chloroform—Methanol umkrystallisieren liBt, vom Schmelzp.199°. 


4,695 mg Subst.: 9,390 mg CO,, 1,910 mg H,O. — 9,089, 10,332 mg 
Subst.: 5,715, 6,680 mg AgBr. 


C,,H,,O;Br, Ber. C 54,92 H 4,44 Br 27,09 
Gef. ,, 54,55 , 4,55 ,, 26,76, 27,51. 


Chromsiure in Hisessig oxydiert den p-Brom-benzoesiure- 
ester schon bei Zimmertemperatur ziemlich schnell, bei 70 bis 
80° sofort. 


Di-p-Brom-benzoesdureester aus dem Chinon 62° 150 mg des 
Chinons vom Schmelzp. 62° aus Pentamethyl-oxy-chroman haben wir in 
derselben Weise wie im vorhergehenden Versuch mit p-Brom-benzoylchlorid 
verestert. Der Di-p-Brom-benzoesiureester krystallisiert aus Chloroform- 
Methanol mit dem Schmelzp. 202°. 


5,152 mg Subst.: 10,500 mg CO,, 2,110 mg H,O. — 6,569 mg Subst.: 
4,300 mg AgBr. 
C,,H,,0,Br, Ber. C 55,62 H 4,66 Br 26,46 
Gef. ,, 55,59 , 4,59 ,, 27,22. 


Gegeniiber Chromsiure in Eisessig verhilt sich der p-Brom-benzoe- 
siureester vom Schmelzp. 202° éihnlich dem p-Brom-benzoesiureester aus 
a-Tokopheryl-chinon. Er ist bei Zimmertemperatur tiber 10 Stunden bei 70 
bis 80° tiber 7/, Stunde bestindig. 


Reduzierende Veratherung des «-Tokopheryl-chinons. 340 mg eines 
durch Silbernitratoxydation gewonnenen «-Tokopheryl-chinons werden in 
5cem Methanol gelést, dazu 5 ccm 20°/,iger Natronlauge und 0,5 g Natrium- 
hydrosulfit zugesetzt und geschiittelt, darauf 2 cem Dimethylsulfat zugegeben 
und die Mischung zum langsamen Sieden erhitzt. Nach 10 Minuten setzt 
man erneut 1cem Dimethylsulfat und 5 cem Natronlauge zu und kocht 
weiter. Nach 15 Minuten und nach weiteren 30 Minuten gibt man nochmals 
dieselbe Menge Dimethylsulfat und Natronlauge zu und kocht insgesamt 
2 Stunden. Der entstandene Diither wird mit Ather extrahiert. Man erhilt 
ihn in quantitativer Ausbeute als farbloses Ol. 


3,863 mg Subst.: 11,160 mg CO,, 3,960 mg H,O. — 17,805 mg Subst.: 
6,660 mg Agd. 
Gef. ,, 78,79  ,, 11,47 , 11,28. 


Dinitrobenzoat des «-Tokopheryl-hydrochinon-dimethylathers. 
300 mg des Dimethylithers aus dem vorhergehenden Versuch werden mit 
400 mg m-Dinitro-benzoylchlorid in absolutem Pyridin 1 Tag stehen gelassen 
und dann kurz auf dem Wasserbad erwirmt. Der entstandene Ester wird 
nach der tiblichen Aufarbeitung aus benzolischer Lésung durch eine Siule 
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von Aluminiumoxyd filtriert. Aus den Filtraten erhalt man durch Un. 
krystallisieren aus Ather-Methanol bei guter Kiihlung ohne deutlich ays. 
geprigte Krystallform das Dinitrobenzoat des a-Tokopheryl-hydrochinop. 
dimethylithers vom Schmelzp. 57° in nahezu quantitativer Ausbeute. 
4,780 mg Subst.: 12,140 mg CO,, 3,770 mg H,O. — 1,484 mg Subst: 
0,055 ccm N (20°, 754 mm). 
C,sH,,0,N, Ber. C 69,67 H893 N 4,28 
Gef. ,, 69,27 ,, 882 ,, 4,34. 


Reduzierende Veratherung des §-Tokopheryl-chinons. 270 ing 
8-Tokopheryl-chinon werden in 5 ccm Methanol gelést und mit 20°), iver 
wiBriger Natronlauge, 5 cem Dimethylsulfat und 0,5 g Natriumhydrosuifit 
wie im vorhergehenden Versuch behandelt. Der entstandene Diiither wird 
mit Ather extrahiert. Nach dem Abdestillieren des Athers bleiben 260 mg 
Ol, die zur Reinigung aus benzolischer Lésung durch eine Siule yon 
Aluminiumoxyd filtriert werden. 

10,116 mg Subst.: 28,905 mg CO,, 10,540 mg H,O. — 3,993 mg Subst.: 
8,570 mg AgJ. 

C,,H.0, Ber. C 77,85 H 11,77 —OCH, 18,41 
Gef. ,, 77,93  ,, 11,66 » 11,81. 

Hydrierung des «-Tokopheryl-chinons. «-Tokopheryl-chinon wird 
in Petrolitherlésung mit Palladium—Mohr hydriert. Es tritt sofort 
Entfairbung ein. Nachdem die Wasserstoffaufnahme zum Still- 
stand gekommen ist, wird unmittelbar darauf die Messung der 
U.V.-Absorption vorgenommen. Wir erhalten, wie in Fig. 2, 
Kurve 1 ersichtlich ist, ein fast reines Hydrochinonspektrum, das 
fast vollstiindig identisch ist mit dem Spektrum des Duroliydro- 
chinons (Kurve 3). In alkoholischer Lésung tritt schon witrend 
der Absorptionsmessung eine Verinderung des Hydrochinonspek- 
trums ein. Die geringen Mengen des in Alkohol gelésten Sauer- 
stoffs geniigen, um das Hydrochinon wieder in das Chinon zuriick- 
zuverwandeln. Nach 1 Stunde erhilt man das Bild der Kurve 2. 
Die Chinonbande bei 265 mw tritt wieder sehr stark hervor, 
wihrend die Hydrochinonbande bei 290 mw fast vollstindig ver- 
schwindet. Wir haben darauf verzichtet, das Hydrochinon zu 
isolieren wegen der beobachteten auBerordentlichen Oxydations- 
empfindlichkeit. Beim Durohydrochinon haben wir frither iihuliche 
Erscheinungen beobachtet. 


Reduktion des «-Tokopheryl-chinons mit Zink und Eisessig. |:r- 
wirmt man «@-Tokopheryl-chinon mit Zink und Eisessig 1 Stunde 
auf dem Wasserbad, isoliert das Reduktionsprodukt unter Aus- 
schlu8 von Luft und bringt es unmittelbar darauf zur Absorptious- 
messung, so erhilt man das Bild der Kurve 1, Fig. 3. 
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Das Hydrochinonspektrum ist gut ausgeprigt, ein bereits 
gering entwickeltes Chinonmaximum 1laBt sich sehr schwer ver- 
meiden. LaBt man zum Reaktionsprodukt Luft hinzutreten, so 
erhilt man nach einiger Zeit das Bild der Kurve 2 mit einem 
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ziemlich hohen Maximum der Chinonbande, wihrend das Hydro- 
chinonmaximum kaum noch ausgeprigt ist. Eine teilweise Zuriick- 
bildung von e«-Tokopherol bei den angewandten Versuchsbedingun- 
gen laBt sich durch die Absorptionsmessungen nicht ausschlieBen. 


Reduzierende Acetylierung des a-Tokopherylchinons 78 mg 
a-Tokopheryl- chinon werden mit 300 mg wasserfreiem Natriumacetat und 
S00 mg Zinkstaub in 8 eem Essigsiureanhydrid 30 Minuten am RiickfluB 
gekocht. Nach dem Erkalten versetzt man mit Wasser, nimmt mit Ather 
auf und wiseht vorsichtig mit sehr verdiinnter Natronlauge bis die alkali- 
sche Reaktion erhalten bleibt, Das aus dem Ather erhaltene farblose Ol 
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1aBt sich leicht aus absolutem Alkohol krystallisiert erhalten, in Form fejne; 
weiber Nadeln vom Schmelzp. 75° in 50—60°/,iger Ausbeute. 

3,298 mg Subst.: 8,830 mg CO,, 3,050 mg H,O. 

C,sH,,0, Ber. C 73,11 H 10,18 Gef. C 73,02 H 10,28. 

Acetylbestimmung: 4,032 mg Subst.: 1,97 cem n/100 NaOH, 2.81 Mo 
—O—CO—CH;. 

Riickverwandlung des «-Tokopheryl-chinons in «-Tokopherol, 
Wird e@-Tokopheryl-chinon in Eisessig unter Zusatz von Zink und 
wenig Bromwasserstofisiure kurze Zeit gekocht, so erhalt may 
nach der Aufarbeitung einen Stoff zuriick, der in allen Eigen. 
schaften mit ¢-Tokopherol iibereinstimmt. Sein U.V.-Absorptions. 
spektrum ist mit diesem identisch; eine Absorption bei 265 mu 
tritt auch nach laingerem Stehenlassen an Luft nicht auf (Kurve3, 
Fig. 3). 

Reduktion des Chinons 79°. 200mg des Chinons vom Schmelz- 
punkt 79° aus Tetramethyl-oxy-chroman werden 1 Stunde wit 
Zink und Kisessig auf dem Wasserbad erwirmt. Dabei erhiilt man 
unter RingschluB in 70—80°/, iger Ausbeute das Tetramethy]-oxy- 
chroman vom Schmelzp. 145° zuriick. 


Reduzierende Acetylierung des Chinons 79°. Werden 300 mg 
des Chinons vom Schmelzp. 79° mit Zink, Natriumacetat und 
Essigsiureanhydrid 1/, Stunde am RiickfluB gekocht, so erhilt 
man aus Methanol umkrystallisiert 250 mg des Triacetates des 
Trimethyl-y-oxy-butyl-hydrochinons in Form kurzer dicker, zu 
Drusen zusammengewachsener Krystalle vom Schmelzp. 104°. 

5,210 mg Subst.: 12,4830 mg CO,, 3,405 mg H,0. 

Crees Ber. C 65,10 H 7,48 Gef. C 65,06 H 7,31. 


Das im folgenden Versuch zum Vergleich dargestellte Acetat 
des ringgeschlossenen Chromans ist nicht erhalten worden. 

Acetat des 2,5,7,8-Tetramethyl-6-oxy-chromans. 100 mg Tetra- 
methyl-oxy-chroman werden 1 Stunde mit Essigsiureanhydrid und Natrium 
acetat am RiickfluB gekocht. Man erhilt in fast quantitativer Ausbeute 
das 2,5,7,8-Tetramethyl-6-oxy-acetoxy-chroman in diinnen Blittchen vom 
Schmelzp. 102° aus verdiinntem Methanol. 

5,030 mg Subst.: 13,390 mg CO,, 3,620 mg H,O. 

C,sH,.0, Ber. C 72,53 H812 £Gef. C 72,60 H 8,05. 


Reduktion des Chinons 62°. Unter denselben Bedingungen wie 
beim Chinon vom Schmelzp. 79° wird das Chinon vom Schmelz- 
punkt 62° durch Zink und Eisessig nur zum Hydrochinon redt- 
ziert, es verhilt sich demnach wie das e#-Tokopherol. Aus den 
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Reaktionsprodukten konnte kein Pentamethylchroman _isoliert 
werden. Die U.V.-Absorptionsmessung der gesamten Reduktions- 
produkte zeigt, nachdem diese langere Zeit der Luft ausgesetzt 
waren, ein reines Chinonmaximum bei 260—270 mu. Bei 290 mu 
ist auch keine Andeutung eines Maximums zu beobachten, so dab 


F ein RingschluB, wie bei der Reduktion des Chinons vom Schmelz- 


punkt 79°, nur in auSerordentlich geringem Umfang eingetreten 


- sein kann. 


Reduzierende Acetylierung des Chinons 62°. 300 mg des Chinons 


yom Schmelzp. 62° werden mit Zink, Natriumacetat und Kssig- 


siureanhydrid +/, Stunde am RiickfluB gekocht. Man erhilt das 
Triacetat des Trimethyl-y-oxy-isoamyl-hydrochinons aus Methanol 
umkrystallisiert in einer Ausbeute von 250 mg in Form kurzer 
weiber Nadeln vom Schmelzp. 113°. 

5,130 mg Subst.: 12,440 mg CO,, 3,640mg H,O. 

C,,H_,0, Ber. C 65,90 H 7,75 Gef. C 66,14 H 7,94. 
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Anmerkung bei der Korrektur am 17. 12. 1938 
Kinige weitere, jetzt vorliegende Tierversuche haben ergeben, daB das 
«Tokopheryl-chinon in Dosen von 20 mg bei bisher 6 von 6 Tieren keine 
Antisterilititswirkung aufzeigte. Dieser Befund steht im Einklang mit den 
von F.vy.Werder, Th. Moll u. F. Jung gleichzeitig in dieser Zeitschrift 
nitgeteilten Beobachtungen. 
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Uber Oxy-amino-pyrromethene, 
ein Beitrag zur Kenntnis der Pentdyopent-Reaktion' 
Von 
Hans Fischer, Herbert Reinecke und Heinrich Lichtenwald 


Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 
(Der Schriftleitung zugegangen am 8. Dezember 1938) 


Bei der Kupplungsreaktion des Mesobilirubins — habey 
H. Fischer und H. W. Haberland?’) Spaltung zu Azofarbstofien 
der Neo- bzw. Iso-neoxantho-bilirubinsiure festgestellt. Nahe 
lag es, diese Azofarbstoffe zu beniitzen, um hieraus Oxy-amino- 
pyrro-methene folgenden Konstitutionstyps zu gewinnen, die nach 
verschiedenen Richtungen hin Interesse boten. 


=e , —CH | Jace, 


Kinfache Aminopyrrole wurden schon vor lingerer Zeit 
studiert*). Diese zeichneten sich durch groBe Reaktionsunfiihig- 
keit aus. Die Aminogruppe konnte weder durch Acetylierung 
noch durch Diazotierung nachgewiesen werden. Von H. Fischer 
und A. Waibel*) wurden wiederum weitere Aminopyrrole unter: 
sucht und hierbei dasselbe refraktiire Verhalten beobachtet; nur 
beim 2,4-Dimethyl-5-carbithoxy-3-amino-pyrrol5) konnte die 
Aminogruppe durch eindeutige Reaktionen, z. B. Diazotierung uni 
Methylierung, gekennzeichnet werden. 

VerhiltnismiBig leicht zugiinglich sind die Azofarbstofie der 
Neo- und Iso-neoxantho-bilirubinsiure sowie einiger Kopro- 





1) 21. Mittlg. zur Kenntnis der Gallenfarbstoffe; 20. Mittlg., Diese /. 
955, 209 (1938). 

2) Diese Z. 232, 236 (1935). 

5) H. Fischer u. F. Rothweiler, Ber. chem. Ges. 56, 512 (1923) 

‘) Liebigs Ann. 512, 195 (1934). 

5) H. Fischer u. A. Stern, Liebigs Ann. 446, 233 (1925). 
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* 


neoxantho -bilirubinsiuren. Diese unterzogen wir sowohl der 
Reduktion mit Zinkstaub--Kisessig, wie der katalytischen Reduk- 
tion und konnten in der Tat gut krystallisierte Oxy-amino-pyrro- 
yiethene erhalten. In keinem Falle trat auf Grund der bisherigen 
Untersuchungen Hydrierung des Kernsystems ein, ein einiger- 
maBen auffallendes Ergebnis, weil — wenigstens in der Benzol- 
rele — der Kintritt von Oxy- und besonders Aminogruppen die 
Kernhydrierung begiinstigt. 

Die Oxy-amino-pyrromethene stellen eine neue Kérperklasse 
dar, die fiir weitere synthetische Versuche beniitzt werden sollen. 
Bisher ergaben sich folgende Oxy-amino-methene: 

Aus dem Azofarbstoff der Neoxantho-bilirubinsiure den 5-Oxy- 
5 -amino-3’,4-dimethyl-3-athyl-pyrromethen-4’-propionsiuremethyl- 
ester folgender Konstitution: 


io-—|-08, 80-p-~ > PSM 





I - 9 o/ Bf Y 
HO-& = CH—_2 ¥-NH, 


Y Y 


*) PSM = CH,CH,COOCH, 


Aus dem Iso-neoxantho-bilirubinsiure-azofarbstoff den 5-Oxy- 
)-amino-3,3'-dimethyl-4-athyl-pyrromethen-4’-propionsiuremethyl- 
ester: 





 —— a i *) 
[I , ; 
HO J CH \ -NH, 
N VN 
H 


*) PSM = CH,CH,COOCH, 


Weiter aus dem Iso-kopro-neoxantho-bilirubinsiiure-azofarb- 
stofi den 5-Oxy-5’-amino-3,3’-dimethyl-pyrromethen-4, 4’-dipropion- 
siuredimethylester: 


*) MSP-——_CH, sili i 
ml er 
HO-. = ——CH seem a H, 
N N 
H 


*) PSM = CH,CH,COOCH, 


und aus dem Kopro-neoxantho-bilirubinsiure-azofarbstoff den 
»- Oxy -5’- amino - 4, 3’- dimethyl - pyrromethen - 3, 4’- dipropionsiiure- 
dimethylester: 


13* 
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—~PSM*) 
NH; 





H,C-——=-PSM’) mer 


NS 
H 


*) PSM = CH,CH,COOCH, 


Die Verbindungen sind gut krystallisiert. Chloroform wirl 
hartnickig zuriickgehalten. In trockenem Zustand sind die Koérper 
relativ bestindig, jedoch zersetzen sie sich in Lésung rasch unter 
Dunkelbraunfarbung, besonders beim Erwiirmen. Ob hierbei Sauer. 
stoff ins Molekiil aufgenommen wird, ist noch nicht untersucht, 
jedoch leicht méglich, denn mit Essigsiure-anhydrid konnten aus 
ihnen gut krystallisierte, gelbe, bestindige Monacetylderivate 
erhalten werden. Bei diesen stimmten die Analysen jedoch aut- 
fallenderweise auf einen Mindergehalt von 2 Wasserstoffatomen. 
Durch katalytische Reduktion konnte aber bis jetzt die New. 
aufnahme von 2 Wasserstoffatomen nicht erreicht werden. 


Das Amin der Iso-neoxantho-bilirubinsiure reagiert auch mit 
Chioracetylchlorid zu einem éligen Kérper, der nach Behandlung 
mit Ammoniak krystallisiert. Seine Konstitutionsaufklirung ist 
noch nicht erfolgt. Hieriiber sowie iiber weitere Umsetzungen 
mit Aldehyden sowie Uberfiihrung in Imidoporphyrine soll spiter 
berichtet werden. Bis dahin wird sich auch die Frage entscheiden, 
ob den Amino-oxy-methenen obige Formulierungen zukommen 
oder eine tautomere. 

Besonders interessant ist das Verhalten der Oxy-amino-pyrvv- 
methene gegen Natriumnitrit und nachtrigliche Behandlung mit 
Natronlauge. Sofort tritt intensive Pentdyopentreaktion auf 1! 
dem typischen Spektralstreifen. Auch bei bloBem Erwiirmen ut 
starkem Alkali beobachtet man die Pentdyopentreaktion. Verdiinnt 
man die Lésung, verschwinden Farbe und Spektralbefund; sowie 
man Hydrosulfit unter Erwiirmen zugibt, tritt die Pentdyopent- 
reaktion wieder auf. 

Weiterhin suchten wir neue Wege zur Synthese von Ux) 
amino-pyrromethenen. Deshalb wurde der Azofarbstoff des 
Opsopyrrol-carbonsiure-aldehyds durch Umsetzung des letztere! 
mit Benzol-diazonium-chlorid gewonnen. Der Farbstoff krystallisier' 
prachtvoll. Durch Oximbildung wurde die intakte Formylgrupp’ 
nachgewilesen. Die Uberfiihrung in das Nitril soll vorgenommel 
werden, um von da aus neue Synthesen von Dipyrrylketoue! 
in Angriff zu nehmen. Der Azofarbstoff des Opsopyrrol-carbol- 
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siurealdehyds kuppelte in der Tat mit Oxy-opsopyrrol-carbon- 
siure entsprechend se Schema: 


— +H,C- - PS 
ol” La oe] VI | 
N 


rd H | ™ 

er i Y se | i 

e | _ | i eae 
: HOA -—=cH——_}-N=N-C,H, 

| N VII NH 

i, 

uw ff Allerdings verlief die Reaktion sehr langsam. Nur durch 

te | lingeres Kochen der beiden Komponenten in Methylalkohol bei 

{. [ Gegenwart von Bromwasserstoffsiiure konnte die Kondensation zum 


». — 5-Oxy-4,3’- dimethyl - pyrromethen-3, 4’- dipropionsiure - dimethyl- 
- ester-5’-azobenzol erreicht werden. Analyse und der stimmende 
Mischschmelzpunkt mit dem Azofarbstoff des Kopro-neoxantho- 
bilirubinsiiure-azofarbstoff-dimethylesters!) bewiesen die Identitit. 


ig Vor einiger Zeit?) beschrieben wir die Darstellung der Oxy- 
3 [EF opsopyrrol-carbonsiure aus Opsopyrrol-carbonsiure mit Perhydrol 
hi in Pyridin und wiesen darauf hin, da die Mutterlauge einen 
a Kirper mit niederem Schmelzpunkt enthilt, was zu der Ver- 
,. — mutung fiihrt, es lige hier vielleicht das Isomere der Oxy-opso- 
n pyrrol-carbonsiure vor. Wir konnten jetzt diesen Kérper rein 


isolieren. Er gab mit Oxy-opsopyrrol-carbonsiiure starke Schmelz- a 
" punktsdepression. Der Konstitutionsbeweis wurde durch Konden- | 
t sation mit dem Azofarbstoff des Opsopyrrol-carbonsiure-aldehyds 
7 durchgefiihrt. Es entstand das 5-Oxy-3,3’-dimethyl-pyrromethen- 


t 4, 4’-dipropionsiiure-methylester-5’-azobenzol: 

t & MSP-——-CH, H,C--——-PSM 

ef VIII * | , | | - , 
H : a CH : - —o 


welches sich als identisch mit dem von H. Fischer und H. Rei- 

necke*) auf anderem Wege dargestellten Azofarbstoff erwies. 
Bei der Perhydrol-Oxydation tritt also — wie zu erwarten 

war — die | Capehonpe in der Hauptreaktion unter die Methyl- 


- 


: _ ') H. Fischer u. H.W. Haberland, Diese Z. 282, 248 (Formel XXVII) | 
(1935), | 
‘) H. Fischer u. H.W. Haberland, Liebigs Ann. 528, 273 (1937). 1 | 
*) Diese Z. 251, 204 (1938). 
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gruppe, wibrend die Nebenreaktion die Oxygruppe unter dey 
Propionsaurerest entstehen liBt. 

Selbstverstandlich wird diese Reaktionsfolge auf die Formyl. 
verbindung des Opsopyrrols iibertragen und insbesondere 0l| 
versucht werden, ob das Gemisch der Opsopyrrol-aldehyde, das 
bei der ,,Blausiiure-Synthese“ aus Opsopyrrol entsteht, nicht mi: 
Hilfe der Azofarbstoffe trennbar ist. Durch die chromatographische 
Methode bestehen besonders bei Farbstoffen in dieser Beziehung 
neue Méglichkeiten. 

Beim Kupplungsversuch des Opsopyrrols mit Benzol-diazo. 
niumchlorid entsteht ein schén krystallisierter Azofarbstoff, bei 
dem die tiefe Farbe auffallend ist. Die freie Base erscheint rot, 
das Salzsiuresalz ist blau, wiihrend die Azofarbstoffe trisub- 
stituierter Pyrrole orange gefarbt sind. Bei der Elementaranalyse 
ergaben sich Zahlen, die auf einen Mindergehalt von 2 Wasser- 
stoffatomen stimmten. Die Molekulargewichtsbestimmung erga) 
den doppelten Wert. Es mu8 sich also um eine bis-Verbindung 
folgender Formulierung handeln: 


m8, 4,0, Ty ke 


| see 
H,C,-N=N-L__} —l J-N=N-G.H, 





IX 





} N 
H H 


womit auch das Verhalten bei der katalytischen Hydrierung iiber- 
einstimmt. Im ganzen wurden 5 Mol Wasserstoff aufgenommen. 


he Pe) Mo/ Mo 


badns We 
- 4Mo/ H, 
< 


——w (CC/7) H2 — 
) 
| 
j 








Nach Aufnahme von 4 Mol Wasserstoff (vgl. die Figur) trat eine 
deutliche Verzégerung der Hydrierung ein, offenbar, weil das 
5. Mol Wasserstoff fiir die Spaltungsreaktion benédtigt wird. Mit 
der Isolierung des Amino-oxy-pyrrols sind wir noch beschiittigt. 
Ebenso soll versucht werden, ob die Diaminoverbindung des 
»bimolekularen Opsopyrrols“ isoliert werden kann. Der bis-Az0- 


1 


farbstoff IX gibt ein schén krystallisiertes Kupfersalz. Seime 
Analysen stimmen auf den Eintritt von 1 Atom Kupfer auf 2 Pyrro!- 
kerne, wiihrend bei Pyrromethenen bis jetzt immer 1 Kupier 
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auf 4 Pyrrolkerne festgestellt wurde. 
» 5-Dicarbithoxy-4-methyl-pyrrolaldehyd II folgender Konstitution 


oe OS ong TT 
H,c,00C-4_ _!-cH=-N-——. -yucl -C000,H; 
NH NH 


wurde ein analoges Verhalten beobachtet. Damals haben wir dies 
erklirt durch den Kinflu8 der Aldazingruppe auf das Molekiil. 
Dieser basische Rest vertritt die Stelle des Pyrroleninringes bei 
den Pyrromethenen. In unserem Falle wird offensichtlich der 
eleiche Effekt durch die Azogruppen herbeigefiihrt. Allerdings ist 
anffillig, daB nicht 2 Atome Kupfer in das Molekiil eingetreten 
sind, jedoch stimmt das Molekulargewicht auf folgende For- 
mulierung: 











et a -C,H, a. 
4,C,-N-N-_——_—- \ _4-NEN-C,Hs 
a. 


Cu 

Ks ist also nur 1 Atom Kupfer eingetreten. Gegen Alkalien 
ist das Kupfersalz bestiindig, mit Siiuren wird es leicht eliminiert 
unter Riickbildung des salzsauren Salzes vom bimolekularen 
Farbstoff DX. 

Auf Grund dieser Ergebnisse unterwarfen wir nochmals das 
Versuchsresultat von H. Fischer und H. Halbach?) einer neuen 
Untersuchung. Diese Autoren hatten beim Kupplungsversuch 
les ee mit p-Toluol-diazonium-chlorid einen Monoazo- 
iarbstoff in schén krystallisiertem Zustand erhalten. Auch hier 
stl anor die Analyse besser auf den bimolekularen Farbstoff, und 
jas Molekulargewicht bestiitigte gleichfalls diese Anschauung. 

Da das salzsaure Salz nur 1 Molekiil Chlorwasserstofft ent- 

, hat L. Marchlewski’) den Azofarbstoft des Opsopyrrols 
bereits in den Handen gehabt. 


Versuche 


5-QOxy -5’-amino -3’, 4-dimethyl-3-athyl-pyrromethen - 4’- propion- 
a 500 mg des Azofarbstoffes vom Neo-xantho-bilirubin- 
uremethylester wurden heif in 75 ccm Eisessig aufgeschlimmt und mit 
ven Gramm Zinkpulver geschiittelt. Die Lésung wurde nach kurzer 
leit ‘ hellgelb, Nun wurde filtriert und der Eisessig im Vakuum abgedampft. 


') H. Fischer u. B. Piiker, Ber. chem. Ges. 61, 1068 (1928). 
*) Diese Z. 238, 83 (1935). 
*) Ber. chem. Ges. 47, 2159 (1914). 


Nur beim Aldazin*) des 
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Der élige Riickstand wurde in 50 ccm Wasser gelést. Nach kurzer Ze; 
erstarrte die Lésung zu einem Brei gelber Nadelbiischel. Ausbeute 200 mg. 
Schmelzp. 195° (Zers.), bei etwa 160° Verfirbung. Nach dem Umkrystal/. 
sieren aus Chloroform—Ather Schmelzp. 202°. Zur Analyse wurde im Hoch. 
vakuum bei 60° getrocknet. Trotzdem konnte das Chloroform nicht restos 
entfernt werden. 


4,713 mg Subst.: 10,995 mg CO,, 2,995 mg H,O. — 3,030 mg Subst: 
0,365 cem Ny, (26°, 717 mm). — 2,775 mg Subst.: 0,120 mg AgCl. — 4,395 my 
Subst.: 3,040 mg AgJ. ‘ 

Berechnet auf 0,032 Mol Chloroform nach dem Ergebnis der Halogen- 
bestimmung. 

C,;H,,0,N, (321,0) 
Ber. C 68,66 H17,20 N 13,09 Cl1,07 OCH, 9,66 
Gef. ,, 63,62 ,, 7,11 ,, 12,97  ,, 1,07 » ee. 


Nach Diazotieren und Versetzen mit Natronlauge tritt Pentdyopent. 
streifen und -firbung auf. Auch beim Erwiirmen mit starkem Alkali tritt 
Pentdyopentreaktion ein. Beim Verdiinnen der Lésung verschwinden Farbe 
und Spektrum, treten aber beim Erwirmen mit Natriumhydrosulfit wieder auf. 


5-Oxy -5’-amino -3, 3’- dimethyl -4-athyl-pyrromethen -4’- propion. 
sauremethylester. a) Darstellung mittels Zink—Eisessig. Isolierung wie 
vorher. Schmelzp. 181°. Zur Analyse wurde aus Pyridin—Ather umkrystalli- 
siert und bei 50° im Vakuum getrocknet. 


4,723 mg Subst.: 11,200 mg CO,, 3,107 mg H,O. — 2,655 me Subst.: 
0,328 cem N, (25°, 721 mm). — 3,164 mg Subst.: 2,343 mg AgJ. 
Ci7H.,;0,N 3 (817,2) Ber. C 64,43 H 17,32 N 13,26 OCH, 9,83 

Gef. ,, 64,67 ,, 7,86 ,, 13,42 9,78. 


b) Darstellung durch katalytische Hydrierung. 250 mg Iso-neoxanthio- 
bilirubinsiiuremethylester-azofarbstoff (freie Base) werden mit 10 mg Platin- 
oxyd in Eisessig hydriert. Nach der Aufnahme von etwas iiber 2 Mo! 
Wasserstoft war die Aufnahme im wesentlichen beendet. Es wurde vou 
Katalysator abfiltriert und der Eisessig im Vakuum verdampft. Das Oxy- 
amino-methen wurde wie bei der Reduktion mit Zinkstaub isoliert. Der 
erhaltene Kérper war mit dem Oxy-amino-methen aus der Zinkstaubreduk- 
tion identisch. 

5-Oxy-5’-amino-3,3’- dimethyl-pyrromethen-4, 4’- dipropionsaure 
dimethylester. Die Darstellung geschah wie vorher mit Zink-Eisessiy. 
Orangerote schiefe Prismen. Schmelzp. 171°. Zur Analyse wurde aus 
Pyridin—Ather umkrystallisiert und bei 70° im Vakuum getrocknet. 


2,769 mg Subst.: 6,050 mg CO,, 1,700 mg H,O. — 2,655 mg Subst: 

0,277 cem N, (27°, 721 mm). — 5,250 mg Subst.: 6,464 mg AgJ. 
Cy 9H2,05N3 (875,2) 

Ber. C 60,78 H 6,73 N 11,23 OCH, 16,53 

Gef, ,, 61,63, 59,59  ,, 6,56, 6,87 ,, 11,49 »~ seat. 

5- Oxy -5’-amino-4, 3’-dimethyl-pyrromethen-3, 4’- dipropionsaure. 
dimethylester. Darstellung mittels Zink—Kisessig. Schmelzp. 180°. Gelb- 
rote Stibchen. Zur Analyse wurde aus Pyridin-Ather umkrystallisiert un 
bei 50° im Vakuum getrocknet. 
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4,218 mg Subst.: 9,340 mg CO,, 2,350 mg H,O. — 3,772 mg Subst.: 
0.388 cem N, (20°, 713 mm). — 4,906 mg Subst.: 5,899 mg AgJ. 


(,,Hy,0sNs (875,2) Ber. C 60,78 H 6,78 N 11,23 OCH, 16,53 
Gef. ,, 60,39 ,, 6,24 ,, 11,24 » 15,89. 


Umsetzung des Amins des Neo-xantho- bilirubinsaure -methyl- 
esters mit Essigsaureanhydrid. 50mg des Amins wurden mit 2 ccm 
Essigsiureanhydrid 5 Minuten auf dem Wasserbade erwirmt. Das Lésungs- 
mittel wurde im Vakuum verdampft und der Riickstand mit wenig Alkohol 
aufgenommen. Nach Erwirmen und Zugabe von etwas Wasser krystalli- 
sierte das Acetylderivat beim Erkalten in schénen citronengelben Nadeln 
aus. Schmelzp. 216°. Zur Analyse wurde aus verdiinntem Alkohol um- 
krystallisiert und bei 70° im Vakuum getrocknet. 


4,457, 4,548 mg Subst.: 10,732, 10,611 mg CO,, 2,645, 2,790 mg H,O. — 
3.418 mg Subst.: 0,366 ccm N, (23°, 723 mm). — 4,324 mg Subst.: 2,847mg AgJ. 
C,Hys0,N, Ber. C 63,31 H 6,76 N 11,73 OCH, 8,67 

(359,2) Gef. ,, 63,67, 63,63 ,, 6,66, 6,87 ,, 11,75 8,70. 

Umsetzung des Amins vom Iso-neo-xantho-bilirubinsauremethyl- 
ester mit Essigsaureanhydrid. Darstellung wie vorher. Gelbe gebogene 
Nadeln. Schmelzp. 216°. Zur Analyse wurde aus verdiinntem Alkohol um- 
krystallisiert und bei 60° im Vakuum getrocknet. 


3,972 mg Subst.: 0,427 eem N, (23°, 721 mm). — 3,971 mg Subst.: 

2,686 mg AgJ. 
C,H,;0,N, (859,2) Ber. C 63,81 H 6,76 N 11,73 OCH, 8,67 

Gef. ,, 63,41 ,, 6,89 ,, 12,04 1» 8,94. 

Umsetzung des Amins des Kopro-neo-xantho-bilirubinsaure- 
methylesters mit Essigsaureanhydrid. Darstellung wie oben. Griinlich- 
gelbe Nadeln. Sehmelzp. 185°. Zur Analyse wurde aus Alkohol—Wasser 
unkrystallisiert und bei 65° im Vakuum getrocknet. 


4,497 mg Subst.: 9,940 mg CO,, 2,728 mg H,O. — 4,308 mg Subst. 
0,398 cem Ny, (27°, 721 mm). — 4,916 mg Subst.: 5,394 mg AgJ. 


(,,H,,0,N, (419,2) Ber. C 60,15 H6,97  N 9,97 OCH, 14,79 
Gef. ,, 60,29 ,, 6,79  ,, 9,97 » 14,88. 


Azofarbstoff des Opsopyrrols. Opsopyrrol wurde in Methylalkohol 
gelést und mit einer Benzol—Diazoniumchlorid-Lésung versetzt. Unter 
Wirmeentwicklung trat Kupplung ein. Nun wurde in Chloroform gegossen, 
mehrmals ausgewaschen und an Aluminiumoxyd chromatographiert. Der 
Monoazofarostoff lief mit weinroter Farbe fast unadsorbiert durch. Nach 
Linengen und Verdriingen des Chloroforms mit Methylalkohol krystallisierten 
rote Nadeln vom Schmelzp, 222° aus. Zur Analyse wurde mit Chloroform 
extrahiert und das Chloroform durch Methylalkohol verdringt. Bei 50° 
wurde im Vakuum getrocknet. Das Adsorbat an Aluminiumoxyd ist noch 
in Bearbeitung. 


3,889 mg Subst.: 10,478 mg CO,, 2,221 mg H,O. — 2,717 mg Subst.: 
0,499 cem N, (24°, 720 mm). 


CygHagN, (424,1) Ber. C 73,68 H6,61 N 19,78 
Gef. ,, 73,48 ,, 639  ,, 20,00. 
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Die Molekulargewichtsbestimmung in der Apparatur von Bobransky 
und Sucharda ergab bei einer Einwage von 14,5 mg Substanz in 8,20 
Chloroform (k = 3,88) eine Siedepunktserhéhung von 0,045°. . 


Ber. 424,2 Gef. 436. 


Hydrochlorid des Opsopyrrol-azofarbstoffes. Der Opsopyrrol-azy. 
farbstoff wird in Methylalkohol gelést und mit etwas konzentrierter Salzsiure 
versetzt. Hierbei schligt die Farbe von Rot nach Blau um und da 
Hydrochlorid krystallisiert in Prismen mit griinem Oberflichenglanz ays, 
Schmelzp. 185°. Zur Analyse wurde mit Chloroform extrahiert, das Chloro. 
form durch Methylalkohol verdringt und die Lésung mit etwas konzen. 
trierter Salzsiiure versetzt. Bei 50° wurde im Vakuum getrocknet. 

2,812 mg Subst.: 6,478 mg CO,, 1,490 mg H,O. — 1,780 mg Subst.; 
0,281 cem N, (23°, 719 mm). — 4,201 mg Subst.: 2,183 mg AgCl. 
C,,.Hy.N,Cl, (497,1) Ber. C 62,78 H6,06 N 16,88 Cl 1428 

Gef. ,, 62,83 »» 5,98 » 16,86 »» 12,86, 

Mit diazotiertem p-Toluidin verlief die Reaktion in ganz analoger 
Weise nach den duBeren Erscheinungen. Die Analyse hatte folgendes 
Ergebnis: 

4,330 mg Subst.: 11,000 mg CO,, 2,601 mg H,O. — 3,791 mg Subst. 
0,608 cem Ny, (23°, 709 mm). — 5,870 mg Subst.: 1,817 mg Ag(Cl. 

C,,H,,N,Cl (488,5) Ber. C 69,00 H 6,82 N 17,21 Cl 7,28 
Gef. ,, 69,28 ,, 6,72  ,, 17,25 « OM. 

Die Molekulargewichtsbestimmung der freien Base stimmte auch an! 
den bimolekularen Farbstoff: 

50,3 mg Subst. in 8,20 g Chloroform (k = 3,88) gelést ergaben in der 
Apparatur von Sucharda und Bobransky eine Siedepunktserhéhung 
von 0,051°. 

Ber. 452 Gef. 465. 

Kupferkomplexsalz des Opsopyrrol-azofarbstoffes. Der Azofar- 
stoff wird in wenig Chloroform gelést und mit heiBem Methylalkohol und 
Kupferacetat versetzt. Nach dem Erkalten krystallisiert das Kupfersalz in 
derben Prismen aus. Schmelzp. 234° (Zers.). Zur Analyse wurde mit Chloro- 
form extrahiert und mit Methylalkohol zur Krystallisation gebracht. 


4,321, 4,945 mg Subst.: 9,630, 10,990 mg CO,, 1.980, 2,141 mg HI," 
0,661, 0,730 mg CuO. — 4,426 mg Subst.: 0,650 cem N, (20°, 719 mm. 
5,031 mg Subst.: 1,297 mg AgCl. 

C,,H,N,Cu (485,8) Ber. C 64,22 H5,39 N 17,29 Cu 13,09. 

Berechnet auf 0,31 Mol Chloroform nach dem Ergebnis der Halogen: 
bestimmung. 

Ber. C 60,37 H 5,07 N 16,10 Cu 12,07 Cl 6,55 
Gef. ,, 60,78, 60,61 ,, 5,13, 4,85 ,, 16,56 ,, 11,80, 11,80 ,, 6.98. 


Azofarbstoff der Opsopyrrol-carbonsaure. Opsopyrrol-carbonsi 
wird in Chloroform geliést und mit Methylalkohol und einer wibrigen 
Benzol-Diazoniumchlorid-Lésung versetzt. Die Lisung firbt sich blauyiol’" 


Nun wird mehrmals ausgewaschen und dann eingeengt. Auf Zusatz \0! 
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promwasserstofisiure zu der Lésung des Farbstoffes in Chloroform krystalli- 
gjert das Hydrobromid in blauen Prismen mit griinem Oberfliichenglanz aus. 
Schmelzp. 203° (Zers.). Zur Analyse wurde mit Chloroform extrahiert und 
nei 50° im Vakuum getrocknet. 


4,582 mg Subst.: 9,278 mg CO,, 1,890 mg H,O. — 1,670 mg Subst.: 


| 9220 cem Ny (24°, 721 mm). — 3,162 mg Subst.: 0,982 mg AgBr. 


he ae 


 (,,H,O,N,Br (593,1) Ber. C 5662 H4,93 N 14,14 Br 18,45 


Gef. ,, 55,82 ,, 4,67 ,, 14,36 » 18,22. 


Azofarbstoff des Opsopyrrol-carbonsdurealdehydes. Opsopyrrol- 
carbonsiurealdehyd wurde in médglichst wenig Methylalkohol gelést und 
mit einer waBrigen Benzol-Diazoniumchlorid-Lésung versetzt. Nach dem 


- Anreiben krystallisiert der Azofarbstoff in gelben Nadeln vom Schmelz- 


punkt 145° aus. Zur Analyse wurde aus Methylalkohol-Wasser um- 
krystallisiert und bei 50° im Vakuum getrocknet. 
4,592 mg Subst.: 10,690 mg CO,, 2,094 mg H,O. — 3,121 mg Subst.: 
0.418 cem Ng (19°, 719 mm). 
C,,H,,0;Ns (285,1) Ber. © 63,28 H5,30 N 14,73 
Gef. ,, 62,96 ,, 5,10  ,, 14,81. 
Oxim des Azofarbstoffes vom Opsopyrrol-carbonsaurealdehyd. 


' Nach Verestern des Opsopyrrol-carbonsiurealdehyd -azofarbstoffes mit 


Diazomethan wird in Methylalkohol mit Hydroxylamin gekocht. Nach 
dem Erkalten krystallisieren orangegelbe Prismen vom Schmelzp. 158° aus. 
Zur Analyse wurde aus Methylalkohol-Wasser umkrystallisiert und bei 
50° im Vakuum getrocknet. 

4,720 mg Subst.: 10,600 mg CO,, 2,408 mg H,O. — 3,160 mg Subst.: 
0,519 cem N, (22° 719 mm). — 2,891 mg Subst.: 2,225 mg AgJ. 


C,,H,,0,N, (314,1) Ber. C 61,22 H5,77 N 17,82 OCH 9,88 
Gef. ,, 61,25 ,, 5,71  ,, 17,98 teat. 


5-Oxy-3-methylpyrrol-4-propionsaure. Opsopyrrol-carbonsiiure wird 
iit Perhydrol in Pyridin nach H. Fischer und W. Lautsch’) umgesetzt. 
Das nach dem Abdunsten des Pyridins zuriickbleibende Ol wird mit Methyl- 
alkohol angerieben. Es krystallisiert ein Kérper vom Schmelzp. 176—179° 
aus. Die Mutterlauge wurde einen Tag im Eisschrank stehen gelassen. 
Ls trat Krystallisation eines Kérpers vom Schmelzp. 156—166° ein. Der 
Korper yom Sechmelzp. 176—178° schmolz nach dem Umkrystallisieren aus 
Methylalkohol bei 187° und bestand aus normaler Oxy-opsopyrrol-carbon- 
siure (5-Oxy-4-methylpyrrol-3-propionsiiure). Der Kérper vom Schmelz- 
punkt 156—166° schmolz nach dem Umkrystallisieren aus Methylalkohol 
bei 169°. Mit 5-Oxy-4-methylpyrrol-3-propionsiiure (187°) trat Depression 
auf 148° ein. Zur Analyse wurde aus Methylalkohol umkrystallisiert und 
hei 50° im Vakuum getrocknet. 


3,339 mg Subst.: 7,990 mg CO,, 2,200 mg H,O. — 3,686 mg Subst.: 
U2%l cem N, (21°, 713 mm). 


C,H,,0,N (169) Ber. C5680 H6,51 N 8,28 
Gef. ,, 56,76 ,, 6,41 ,, 8,59. 


) Liebigs Ann. 528, 273 (1937). 
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Kondensation des Azofarbstoffes vom Opsopyrrol -carbonsaure. 
aldehyd mit Oxy-opsopyrrol-carbonsaure. 120 mg 5-Oxy-4-methylpyrro|. 
3-propionsiiure und 180 mg Aldehyd-azofarbstoff wurden 8 Stunden iy 
Methylalkohol und etwas 48°/,iger Bromwasserstoffsiure unter Riickfluj 
gekocht. Die anfangs braune Farbe der Lésung schligt allmihlich nac| 
blauviolett um. Es wird in Chloroform gegossen, ausgewaschen, eingeengt, 
das Chloroform durch Methylelkohol verdringt und mit einigen Tropfer 
konzentrierter Salzsiure versetzt. Das Kondensationsprodukt krystallisiert 
in indigoblauen, rechtwinklig begrenzten Blittchen mit kupferrotem Ober. 
flichenglanz aus. Schmelzp. 176°. Ausbeute 50mg. Mit dem auf andere 
Art dargestellten 5-Oxy-4,8’-dimethylpyrromethen - hydrochlorid-3, 4’ - i. 
propionsiure-dimethylester-5’-azobenzol trat keine Depression ein. 


Kondensation des Azofarbstoffes vom Opsopyrrol-carbonsanre. 
aldehyd mit Iso-oxy-opsopyrrol-carbonsaure (5-Oxy-3-methylpyrrol. 
4-propionsadure). Molare Mengen der beiden Komponenten werde 
2 Stunden in Methylalkohol und etwas 48 °/,iger Bromwasserstoffsiure 
unter RiickfluB gekocht. Es tritt bald Blauviolettfirbung ein. Nun wird 
in Chloroform gegossen, ausgewaschen, eingeengt, mit Methylalkohol auf: 
genommen und mit einigen Tropfen konzentrierter Salzsiure versetzt. Der 
Azofarbstoff krystallisiert in blaBgriinen Prismen mit griinem Oberfliichen- 
glanz aus. Schmelzp.178°% Mit dem auf andere Art dargestellten 5-Oxy- 
3, 3’- dimethy] - pyrromethen - hydrochlorid- 4, 4’- dipropionsiure - dimethylester- 
5’-azobenzol keine Depression. 
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Uber Verinderungen des Pelzes von Ratten durch Mangel 
an gewissen Faktoren des Vitamin B-Komplexes. IT 
Von 
Gulbrand Lunde und Hans Kringstad 


Mit 10 Figuren im Text 


(Aus Hermetikkindustriens Laboratorium, Stavanger, Norwegen 
Forschungslaboratorium der Norwegischen Konservenindustrie) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 12. Dezember 1938) 


In unserer ersten Mitteilung') haben wir gezeigt, daB bei 
Ratten, die eine Kostmischung mit geniigend Vitamin A, D, B,, B, 


' (Lactoflavin) und B, erhielten, charakteristische Pelzveriinderungen 


auftreten. Die Ratten bekamen die von uns bei der Bestimmung 
von Vitamin B, friiher angewandte Grundkost?), bestehend aus: 
Casein gereinigt 18°/,, Reisstiirke 68°/,, Butterfett 9°/,, Salz- 
mischung 4°/,, Dorschlebertran 2°/,. Dazu erhielten die Ratten 
noch tiglich 6 y krystallisiertes, synthetisches Aneurin-hydro- 
chlorid und 10 y synthetisches Lactoflavin pro Tier und Tag. Auf 
diese Kost gesetzt zeigten die meisten Ratten nach 3—6 Wochen 
die charakteristische pellagra-iihnliche Dermatitis. Durch Verab- 
reichung von verschiedenen B,-haltigen Substanzen wurde die 
Dermatitis geheilt. Dabei trat bei der Verabreichung von einigen 
Substanzen gleichzeitig ein mehr oder weniger starkes Wachstum 
ein, Wihrend bei anderen die Dermatitis ohne gleichzeitige Ge- 
wichtssteigerung geheilt wurde. 

Aus diesen Versuchen haben wir den SchluB gezogen, dab 
die Ratten auBer Vitamin B,, B, und B, noch einen oder mehrere 
weitere Faktoren des B-Komplexes bediirfen'). Wir haben vor- 
liutig diese Faktoren als Leberfiltrat (Lf) oder einfach ,,Filtrat- 
taktor* bezeichnet. Diese Beobachtungen sind auch in Uberein- 
stimmung mit denen von Lepkovski, Jukes und Krause*) und 
Macrae und Edgar’). 

Bei denjenigen Substanzen (beispielsweise Fischfleisch), die 
voll die Dermatitis heilten, aber kein ausgesprochenes Wachstum 
der Ratten hervorriefen, zeigten sich nach einer gewissen Zeit 
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~~ 


charakteristische Verinderungen des Pelzes. Diese Pelzveriinde. 
rungen, die wir in der bereits erwihnten Arbeit ausfiihrlic) 
beschrieben haben, wurden sowohl bei weiBen Albinoratten wie 
bei gemischten schwarzen und weifen Ratten konstatiert. Bei dey 
weiBen Ratten wurde der Pelz auf dem Kopfe braun bis ritlic) 
verfairbt. Die Veriinderung fing im allgemeinen zuerst vorne }); 
der Schnauze an und wanderte allmihlich riickwiarts iiber de, 
Kopf bis zum Nacken, indem die Haare an den veriindertey 
Stellen erneuert wurden. Bei den gemischten schwarzen unl 
weiBen Ratten wurden die schwarzen Stellen teilweise silbergrau, 
und zwar immer symmetrisch. Da die Pelzveriinderungen stets 
gleichzeitig mit dem durch Mangel an ,,Filtratfaktor“ verursachtey 
Wachtumsstillstand zusammen auftraten, haben wir angenommen, 
daB die Haarverainderungen durch Mangel an diesem Filtratfaktor 
verursacht wurden. Wir konnten auch mit Dorschleber, die ein 
gesteigertes Wachstum hervorrief, eine vollstiindige oder teilveise 
Heilung der Pelzveriinderungen erzielen. 

Bakke, Aschehoug und Zbinden‘) haben bereits vor 
mehreren Jahren ein ihnliches Phinomen beschrieben. Sie konnten 
zeigen, da schwarze Ratten bei einer Vitamin B-freien Grundkost, 
bei Zusatz von Weizenkeimen als Vitamin B-Quelle, eine Ver- 
ainderung des Pelzes zeigten, wobei die schwarzen Haare silber- 
grau wurden. Bei Anwendung von Vollweizen in der Kost blieb 
der Pelz normal. Bei Anwendung von Weizenkleie wurden ‘ihn- 
liche Veriinderungen wie bei Anwendung von Weizenkeimen aber 
weniger ausgeprigt beobachtet. Die Verfasser diskutieren die 
Méglichkeit einer Giftwirkung, die durch andere Faktoren im 
Vollweizen neutralisiert wird. Es wurde auch in einigen Fiillen 
konstatiert, daB der Pelz von Ratten, denen wiihrend liingerer 
Zeit Weizenkeime gegeben wurden, in einigen Fillen normal 
wurde, als ob die Tiere sich an die Giftwirkung gewéhnt hiitten. 

Etwa gleichzeitig mit unserer ersten Mitteilung!) iiber diese 
Fragen erschien eine Arbeit von Morgan, Cook und Davison", 
die ebenfalls ein Grauwerden der schwarzen Haare von Ratten 
beobachtet haben bei Mangel des ,,Filtratfaktors“ in der Kost. 
Sie kamen zu dem gleichen Ergebnis wie Bakke und Mitarbeiter. 
daB die Pelzverinderungen, wenn die Tiere als B-Quelle kleine 
Mengen von Weizenkeimen erhielten, auftreten, scheinen aber 
diese friihere Arbeit nicht gekannt zu haben. Sie geben an, dab 
das Phinomen hauptsichlich bei den Ratten auftritt, die als 
Kohlenhydrat Zucker erhielten und keinen ,,Filtratfaktor“. Der 


| Fakto 
Flich 3 
F stiitig 


F einige 


} zu ge 





F Pelz 
| norme 
F Grunt 
Sie Z 
 faktor 
wid ] 


" 


welch 
nur € 
4 


+ 


| Haare 
um di 


auber 
die e! 
fleiscl 
Versu 
] 
Kostn 
Arach 
ig? 


und | 


r 


me 


und 7 
Derm; 
das n 
ist *), 
heilt. 
Tiere 
charal 
} 
Pelzve 
schwa 


/ 


richtet 











Veriinderungen des Pelzes von Ratten usw. II 903 


Pelz wurde bei Zugabe von ,,Filtratfaktor“ aus Reisschalen wieder 


normal. In den Fallen, wo B, und Flavin gleichzeitig in der 


| Grundkost vorhanden waren, war das Grauwerden besonders stark. 
| Sie ziehen aus ihren Versuchen den Schlu8, dab der ,,Filtrat- 


faktor* (oder -Faktoren) das Grauwerden der Haare verhindert 


- und heilt. 


Experimentelles 


Wir haben bei unseren weiteren Untersuchungen iiber den 


| Faktor, dessen Mangel fiir das Grauwerden des Pelzes verantwort- 
lich ist, die Beobachtungen von Bakke und Mitarbeitern be- 
| stitigen kénnen, daB die graugewordenen Haare der Ratten in 
einigen Fiillen wieder schwarz wurden, ohne dab die Kost, bei 


welcher die Verfiirbung auftrat, verindert wurde. Wir wollen hier 


' nur einige von unseren charakteristischen Versuchen mitteilen. 


Aus unseren friiheren Versuchen ging hervor, da die grauen 


Haare bei einer Grundkost auftraten, die geniigend B, enthielt, 
' um die Dermatitis zu verhindern, aber andere Vitamin B-Faktoren 
 auber B, und B, in ungeniigender Menge, um normales Wachstum 
au gestatten. So entstanden die Pelzverinderungen bei Ratten, 


die eine B-freie Kostmischung, 67 B,, 157 B, und 1—2¢g Fisch- 
feisch pro Tag erhielten. Diese Beobachtung konnte durch neuere 
Versuche bestiitigt werden. 

Ratten mit einem Gewicht von 30—40g wurden auf folgende 
Kostmischung gesetzt*): Casein gereinigt 18°/,, Zucker 68°/,, 
Arachisél 8°/,, Dorschlebertran 2°/,, Salzmischung (Mac Collum) 
4°. Dazu erhielten die Tiere noch 6 y Aneurin—Hydrochlorid 
und 157 Lactoflavin pro Tier und Tag. 

Als die Tiere nach etwa 6 Wochen ihr Gewicht konstant hielten 
und 70 —80 g wogen, zeigten die meisten Tiere auch eine schwere 
Dermatitis. Die Tiere erhielten nun 2—4g frisches Dorschfleisch, 
as nach unseren friitheren Untersuchungen eine gute B,-Quelle 
ist’), Nach etwa 3 Wochen war die Dermatitis vollkommen ge- 
heilt. Das Wachstum war aber nicht optimal, und einige der 
Tiere zeigten nach etwa 8 Wochen mit dieser Fischzulage die 
charakteristischen Pelzveriinderungen. 

Fihrt man mit der gleichen Kost fort, so gehen aber die 
Pelzveriinderungen wieder zuriick. Nach 9 Wochen wurde eine 
schwache Besserung bemerkt, und nach weiteren 16 Wochen war 


*) Wir sind bei unseren letzten Untersuchungen, woriiber spiiter be- 
richtet werden soll, zu dieser neuen Grundkost tibergegangen. 
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der Pelz wieder normal. Die Tiere wachsen aber wihrend de 
ganzen Versuches schlecht. Fig. 1 zeigt einige charakteristische 
Wachstumskurven. Es fehlt somit in der Kost jedenfalls der fi 
das Wachstum notwendige Bestandteil des ,,Filtratfaktors“. 


aie 








® see § 8 & 





Fig. 1 
Wachstumskurven von Ratten auf Kost A (vgl. Tabelle) 
Zu den Zeitpunkten, die in den Kurven mit einem senkrechten Pfeil gekennzeichnet si 
erhielten die Tiere als Zulage zu Kost A 2 bzw. 4 g frisches Dorschfleisch. 
+—+++ Gibt den Grad der pellagraihnlichen Dermatitis an. 
* Bezeichnet den Zeitpunkt der volistindigen Heilung der Dermatitis. 
@ Bedeutet deutliches Grauwerden der Haare. 
O Bedeutet Heilung oder wesentliche Besserung der Pelzveriinderungen. 


Um zu untersuchen, ob das gleiche Verhiltnis bei Verfiitteruns 
von anderen Substanzen auftrat, die ebenfalls die Dermatitis heilte: 
(also B, enthielten), aber das Wachstum nur ungeniigend aufrechi 
erhalten, versuchten wir auch die Wirkung von Mais, das nacl 
Birch, Gyérgy und Harris‘) eine gute B,-Quelle sein soll. 
Ratten, die auf unsere bereits beschriebene Kostmischung ei 
schwere Dermatitis erhalten hatten, erhielten als Zulage zu de 
iiblichen Grundkost 2g Maismehl pro Tag. Bereits nach 1 Wocli 
war die Dermatitis praktisch geheilt. Die Wirkung auf das Wachs- 
tum war auch anfangs sehr kriftig, fast optimal (vgl. Fig. 2). Vou 
den 4 Tieren, die dieser Versuch umfaBte, zeigte das eine ‘lie! 
nach 3 Wochen auf diese Maiskost ein deutliches Grauwerden 
der Haare (Fig. 9). Bei den iibrigen Tieren waren die Symptome 
nicht so ausgepragt. Auch in diesem Falle wurde der Pelz de! 
Tiere allmihlich wieder normal. 12 Wochen nach dem deutliches 
Grauwerden waren die Tiere aber noch nicht vollkommen gebeilt. 

In Verbindung mit unseren Untersuchungen iiber das Vor 
kommen des Vitamin B, und des ,,Filtratfaktors“ untersuchte! 
wir auch die Wirkung eines Methanolextraktes aus einem Konzent!«' 
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aus Reisschalen auf Ratten, die unsere iibliche B-freie Kost- 
mischung mit B, und B, bis zur Gewichtskonstanz erhalten 
hatten. Dieses Reisschalenkonzentrat ist nach unseren friiheren 
Untersuchungen eine sehr gute Quelle fiir Vitamin B,, indem 
150mg pro Tag die Dermatitis bei Ratten heilt’). Die Tiere er- 
hielten das Methanolextrakt entsprechend 150 bzw. 500 mg des 
Reisschalenkonzentrates (‘Trockensubstanz). Wie aus der Fig. 3 
hervorgeht, zeigten die Tiere anfangs fast optimales Wachstum. 





Fig. 2 
Wachstumskurven von Ratten auf Kost A (vel. Tabelle) 
Zu den Zeitpunkten, die in den Kurven mit einem senkrechten Pfeil gekennzeichnet sind, 
rhielten die Tiere als Zulage zu Kost A 2 g Maismehl pro Tag. Das eine der Tiere erhielt 
spiter als Zulage noch 1 mg Nicotinsiureamid pro 17 


‘ag (in der Kurve mit 1 meg N be- 
zeichnet). Weitere Zeichenerkliirung vgl. unter Fig. 1 


Simtliche Tiere zeigten Pelzveriinderungen, indem die Albinoratten 
die bereits beschriebene braunrote Verfirbung und die schwarzen 
und weiBen Ratten ein Grauwerden der schwarzen Haare zeigten. 
bei diesem Versuch waren die Pelzveriinderungen besonders aus- 
seprigt. Auch hier verschwand aber das Phiinomen nach geniigend 
langer Zeit. 

Kinige der Tiere erhielten auBer dem Methanolextrakt auch 
den ixtraktionsriickstand (ebenfalls entsprechend 150 mg der ur- 
spriinglichen Trockensubstanz). Auch hier traten Pelzveriinde- 
rungen auf. Tiere, die nur 150 mg Extraktionsriickstand erhielten, 
zeigten schlechtes Wachstum und wurden nach etwa 8 Wochen 
ewichtskonstant. Die negativen Kontrolltiere gingen nach weiteren 
~—6 Wochen zugrunde (vgl. Fig. 3). 

\us diesem Versuch geht hervor, dai der Wachstumsfaktor 
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les ..!iltrates“ sich aus dem Reisschalenkonzentrate durch Methyl- 
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alkohol ausziehen laBt. Dagegen scheint der Faktor, der da; 
Grauwerden der Haare verhindert, verloren gegangen zu ‘cin, 
Der Reisschalenextrakt wurde mit Methylalkohol im Soxhlet ety, 
24 Stunden extrahiert. Nach dem Ergebnis dieses Versiiches 
scheint der Faktor nicht so warmestabil zu sein, wie urspriing. 
lich angenommen, und der Faktor scheint durch Kochen 3; 
Methanol zerstért oder veriindert worden zu sein. 

Dieser Versuch zeigt auch, dab das Grauwerden der Haar 
nicht nur dann auftritt, wenn die Tiere wegen Mangel an ,,Filtrat- 
faktor“ schlecht wachsen, sondern auch bei gut wachsenden 'lieren, 
die allerdings spater anscheinend zu einem Wachstumsstillstand 
kommen, bevor die Ratten ihr Maximalgewicht erreicht haben, 

In allen bisher beschriebenen Fiillen von Grauwerden handel 
es sich um Tiere, die auf eine B-freie Grundkost mit Zugal 
von Vitamin B, und B, bis zur Gewichtskonstanz meistens untel 
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Fig. 3d 
Wachstumskurven von Ratten auf Kost A (vgl. Tabelle) 
Zeitpunkten, die durch einen senkrechten Pfeil gekennzeichnet sind, erhielten 
mri Gruppen der Tiere als tiigliche Zulage einen Methanolextrakt aus einem Reisschalen- 
vontrat in einer Menge entsprechend 150 bzw. 500 mg des urspriinglichen Konzentrates. 
dritte Gruppe erhielt den gleichen Extrakt in einer Menge entsprechend 150 mg und 
1 noch 150 mg des Extraktionsriickstandes. Eine vierte Gruppe erhielt nur 150 mg 
tionsriickstand, und eine letzte Gruppe diente als negative Kontrolle. Weitere Zeichen- 
erklirung vgl. unter Fig. 1 


leichzeitiger Entwicklung von Dermatitis gesetzt waren. Bei diesen 


lieren wurde die Dermatitis durch verschiedene Produkte geheilt, 
‘obei die Ratten nachtriglich grau wurden. Um zu sehen, ob 
las Phinomen des Grauwerdens durch eine Kostmischung direkt 


vervorgerufen werden kann. versuchten wir verschiedene Kost- 


| mischungen, deren Zusammensetzung aus der folgenden 'Tabelle 


lervorgeht. 




















A B C D E 

Casein, extrahiert . . . 1s), 18 °/, 18 °/, 1s*/, 18 °/, 
Lucker 68 °/, 53 ° 53 °/, 61 "/o 66"), 
Mais 15° 15° 
‘ ° re Ps Pe “ 0 Oo 
Weizenkeime ‘4 t “lo 2° 
MOCMONE «. 6 de He 4 8 °/, 8%, $°, e*, 8 %/, 
Lebertran ...... ag 3", ae iP =" 
Salzmischung . . . . . "1 ae a*), a 4° 
Nicotinsiureamid . . . 0,01 °/, 
B, itydrochlorid. . . . 6 6 Y 6y 67 

low) Kv Aw Faw O01) OO wv 
en a ee 154 154 15 4 20 4 20 4 


ist unsere iibliche B-freie Kostmischung. B und C sind Kost- 
mischungen, in denen ein Teil der Kohlenhydrate aus Mais besteht. Bei C 
14* 
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enthilt die Kostmischung noch 0,01°), Nicotinsiureamid. D und ! gin & Tag 
Kostmischungen mit Weizenkeimen in zwei verschiedenen Konzentrat one), Hin 
also Kostmischungen, mit denen nach den Untersuchungen von Bokke JR °° 
Aschehoug und Zbinden und von Morgan, Cook und Davison ey 
Grauwerden der Haare zu erwarten wiire. Fig. 4 zeigt die Gewichtsk rye 

der Ratten bei diesen Kostmischungen. 
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Fig. 4 
Durchschnittliche Wachstumskurven von Ratten auf den Kostmischungen B, €, D | 
(val. Tabelle) 
Die Zahlen in Klammer am Anfang der Kurven geben die Zahl der Tiere, die der Vers 
umfaBte, an. @ Bedeutet Grauwerden des Pelzes 


Das Wachstum war bei allen Kostmischungen sehr gut. 
Der Versuch dauerte 8—11 Wochen. Bei Kost B konnten nach #- 
8 Wochen keine Pelzveriinderungen konstatiert werden. Mit Kost! 
traten nach 5 Wochen bei den meisten Tieren Pelzveriinderungen 
auf, die bei einigen Tieren sehr deutlich, bei anderen wenige! 
ausgepriigt waren. Es scheint aus diesem Versuch hervorzugeleu. 
daB der Zusatz von Nicotinsiureamid das Auftreten der Pelz- 
veriinderungen begiinstigt hat. Es ist méglich, daB das Grav- 
werden der Haare durch ein ungiinstiges Verhiltnis der ver FP 
schiedenen B-Faktoren zueinander zustande kommt. Morgan, 
Cook und Davison geben auch an, daf die Pelzveriinderungen 
besonders deutlich auftreten, wenn die Kost reichlich Lactoflayin 
enthiilt. 

Bei Kost D (7 °/, Weizenkeime) konnten nach 9 Wochen !: 


einigen der Versuchstiere mehr oder weniger deutliche Pelz & Die | 
veriinderungen konstatiert werden. Bei Kost E (2°/, Weizen- & hatten 
keimen) wurde der Versuch bereits nach 8 Wochen abgebrocien. J 1 de: 
ohne dab Pelzverainderungen beobachtet waren. Dieses Erge!nis @ getroc! 


ist iiberraschend, denn gerade mit Weizenkeimen haben sowol! @ (le 
Bakke, Aschehoug und Zbinden, als auch Morgan, | 00% & vei 
und Davison das Phinomen besonders deutlich bekomme! @ You 


Unsere Versuchstiere erhielten auch 207 Lactoflavin pro ‘Tics une 
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‘ind Tas, was nach Morgan, Cook und Davison das Grauwerden 
“l. @ Jey Haare besonders begiinstigen soll. 


Heilung des Grauwerdens durch Bierhefe 


Ratten mit einem Gewicht von 30—40¢ wurden auf die 
| bereits beschriebene Kostmischung A (vgl. die ‘Tabelle) gesetzt. 
' Nach 4—5 Wochen zeigten die Tiere bei dieser Kost Gewichts- 

konstanz und erhielten als Zulage tiglich 1g Kohlfischleber 
Gadus virens) Alle Symptome von Dermatitis wurden geheilt. 
Dagegen war das Wachstum nicht optimal, indem die Tiere durch- 
schnittlich nur 6 g pro Woche zunahmen. Nach etwa 5 Wochen 
wurden bei dieser Kost die schwarzen Stellen des Pelzes teil- 
weise silbergrau. Die Farbveriinderungen waren symmetrisch. 
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Fig. 5 
re] Wachstumskurven von Ratten auf der Kostmischung A 


/vitpunkten, die durch einen Pfeil gekennzeichnet sind, erhielten die Tiere als Zu- 

eh 1g Fischleber (Z) bzw. 2/, g Trockenhefe (11) oder beides (L +H). X bezeichnet 

uukte, zu welchen Photographien dieser Ratten aufgenommen wurden (vgl. Fig. 8). 
Weitere Zeichenerklairung vgl. Fig. J 


li- lie Photographien zeigen diese Pelzverinderungen. Die Tiere 
u-  hatten auch einen feuchten, struppigen Pelz. Sie zeigten auch 

iu den meisten Fallen Haimaturie. Erhielten die Tiere nun '/, g 
nis @ setrocknete Bierhefe als Zulage zu der tibrigen Kost, oder wurde 
h die \ohlfischleber durch 1/, g Bierhefe ersetzt, so erfolgte in 
ox @ Seiden Fallen Heilung der Symptome. Der Pelz wurde (im Laufe 

You S 12 Wochen) wieder vollkommen normal und die Himaturie 


00 @® Wurce geheilt (Fig. 9). Das Wachstum war bei diesen Tieren 
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optimal, wihrend die Paralleltiere ein schlechtes Wachstum 2. «te, 
(vgl. Fig. 5). 

Um zu untersuchen, ob das Grauwerden des Pelze: ay; 
eine durch Mangel an Schwermetallsalzen hervorgerufene Av iimie 
zuriickgefiihrt werden konnte, erhielten die Paralleltiere noc} 
tiglich 40 mg Eisencitrat, 6 mg Kupfersulfat und 6 mg Mangan. 
sulfat. Durch die Zufuhr der Schwermetallsalze konnte {eine 
Wirkung weder auf das Wachstum noch auf die Farbe des |’elzes 
beobachtet werden. 

Aus diesem Versuch geht eindeutig hervor, daB das (rav- 
werden der Haare durch einen in der Hefe vorhandenen Faktor 
geheilt werden kann, wihrend die Paralleltiere, die fortgeseti 
mit der gleichen Kost gefiittert wurden, im gleichen Zeitraun 
keine wesentliche Verinderung des Pelzes zeigten. Aus diesem 
Versuch geht weiter hervor, daB die Hefe eine gute Quelle des fiir 
die Heilung des Grauwerdens der Haare notwendigen Faktors ist. 

Aus dem bereits referierten Versuch mit Methanolextrakt 
schien hervorzugehen, daf der Faktor relativ wiirmelabil ist und 
durch liingeres Kochen zerstért wird. Wir haben nun in einen 
neuen Versuch Ratten, die unsere Kostmischung A bis zur Ge- 
wichtskonstanz erhielten, einen Extrakt aus Hefe gegeben. [er 
Extrakt wurde durch 3 stiindiges Kochen von Bierhefe mit \\ asser 
hergestellt. Aus dem Extrakt wurden Eiweif und andere Stotie 
durch Fillung mit Bleiacetat entfernt. Das Filtrat nach de 
Bleifaillung wurde im Vakuum auf dem Wasserbad eingeengt. 
Im konzentrierten Extrakt wurde das Blei durch Fallung mit 
Schwefelsiiure entfernt. Von diesem Extrakt erhielten die ‘iere 
eine Menge, die 11/, oder 2!/, g trockener Bierhefe entspracl. 
Das Wachstum der Tiere war optimal (vgl. Fig. 6). Die ‘Tiere 
zeigten aber bereits nach 3 Wochen deutliche Pelzverainderungen. 
Dieses Ergebnis scheint die bereits oben erwihnte Annahime 2 
bestiitigen, daB der Faktor relativ wirmelabil ist. Durch eine 
neuen Versuch konnte diese Auffassung noch weiter gestiitz! 
werden. Ratten mit einem Gewicht von 30—40 g erhielten ein 
Kost, worin das EiweiB aus Fischprotein bestand, inden as 
extrahierte Casein in der Kostmischung A durch Fischme!i) (aus 
Fischfleisch ohne Kopf und Haut) ersetzt wurde (Kost F). Nach: 
dem das Wachstum aufgehért hatte, wurden die Ratten ™ 
4 Gruppen geteilt derart, daB die Ratten aus den gleichen \\ irfen 
méglichst auf alle Gruppen verteilt wurden. Die Gruppe! 
erhielt als Zulage tiglich 1/, g, spiiter 1 g trockene Bierhet\. |) 
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Gruppen II und III erhielten den bereits im vorhergehenden Ver- 

such beschriebenen Hefeextrakt in Mengen entsprechend 1,0 bzw. 

0.5 ¢ Trockenhefe. Die Mengen des verabreichten Hefeextraktes 

wurden nach 4 Wochen erhéht, so daB die Mengen 2,5 bzw. 1,25 g 

Trockenhefe entsprachen. Die Tiere der Gruppe IV dienten als 

negative Kontrollen. Sie gingen nach 11—14 Wochen zugrunde. 
. 





20 


aes 
2 Wochen 


Fig. 6 


Durchschnittliche Gewichtskurven von Ratten auf Kostmischung A 
Die Zahlen in Klammer am Anfang der Kurve geben die Zahl der Tiere, die der Versuch 
umfafite, an. Als Zulage erhielten die Tiere zu den durch Pfeile bezeichneten Zeitpunkten 











einen Hefeextrakt entsprechend 0,5 bzw. 1,0 g, spiter 1,25 bzw. 2,5 g der urspriinglichen 
Trockenhefe. @ Bedeutet Grauwerden des Pelzes 
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Fig. 7 

Durchsechnittliche Wachstumskurven von Ratten auf Kost F 

(Kost A, worin das Casein durch Fischprotein ersetzt wurde) 
Die Zahlen in Klammer am Anfang der Kurven geben die Zahl der Tiere des Versuches an. 
Die Tiere der Gruppe I erhielten als Zulage 0,5 g, spiter 1g Trockenhefe. Die Tiere der 
Gruppen IT und IIL erhielten einen Hefeextrakt in einer Menge entsprechend 1,0 baw. 0,5 g, 
2.5 baw. 1.25 g der urspriinglichen Trockenhefe. Die Tiere der Gruppe IV erhielten 

keine Zulage und gingen nach 11—13 Wochen zugrunde. 
@ Bedeutet Grauwerden des Pelzes. 
(Photographien der Tiere der Gruppen I und IIT in Fig. 10) 


Wie im vorhergehenden Versuch konnte auch hier gezeigt 
werden, daB die Tiere die als Vitamin B-Quelle, auBer Aneurin 
und Lactoflavin, den konzentrierten Hefeextrakt erhielten, deut- 
lich grau wurden, wihrend die Paralleltiere, die unbehandelte 
Trockenhefe erhielten, einen schénen schwarzen Pelz hatten 
‘Nig. 10). Von den negativen Kontrolltieren wurden die zwei, 
die «in Lingsten am Leben blieben, deutlich grau, wiihrend die 
deid-n anderen zu friih starben. Aus den Gewichtskurven der 
Ra dieses Versuches geht hervor (Fig. 7), daB das Wachstum 
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der Tiere in den Gruppen IJ und [II wihrend einer Versuchis zeit 
von 7 Wochen fast so gut war wie in der Gruppe I. Es ist 
bemerkenswert, da in diesem Versuch, wo das Phiinomen |p. 
sonders deutlich war, die grau gewordenen und die Ratten mit 
normalem Pelz fast gleich gutes Wachstum zeigten. 





a Ratte Nr. 7 ly 





a Ratte Nr. 8 b 











Zeit + 
Ix 
| 


lieren Nr. 7 und 9 waren die grauen Haare verschwunden, wihrend die Tiere Nr. 8 
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Ratte Nr. 9 b 





a Ratte Nr. 10 b 
Fig. 8 


gleichen Ratten, deren Wachstumskurven in Fig. 5 gezeigt werden. Siimtliche 


rden dureh die Kost A und 1g Kohlfischleber grau (7a, 8a, 9a, 10a). Ratte Nr. 7 
larauf als Zulage 1/, g Trockenhefe pro Tag. Bei Tier Nr. 9 wurde zu gleichem 


die Leber durch 3/, g Trockenhefe ersetzt. Die Tiere Nr. 8 und 10 erhielten die 
st unveriindert. Nach 5 Wochen wurden neue Photographien (b) aufgenommen. 


och deutlich grau waren. Der Zeitpunkt der Aufnahmen der Photographien ist in 


den Kurven der Ratten in Fig. 5 mit einem X bezeichnet 
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Diskussion 


Es ist in einer Reihe von Versuchen mit verschiedenen |: ist. 
mischungen gezeigt worden, da die schwarzen Haare von Rattey 
unter bestimmten Bedingungen grau werden. Dabei wurde :uc\; 
beobachtet, daB die grauen Haare nach langerer Zeit in einigey 
Fallen wieder schwarz wurden, ohne daB die Kost veriindert 
wurde. Dies scheint fiir die Auffassung zu sprechen, daB es sicl 
hier um eine toxische Substanz handelt, an die der Organismus 
sich allmihlich gewéhnt. 





Fig. 9 


tatte, die auf der Kostmischung A + 2 g Maismehl pro Tag grau geworden 


Ks konnte aber auch gezeigt werden, daB die grauen Haare 
mit Hefe wieder schwarz wurden, wibrend der Pelz der Paralell- 
tiere im gleichen Zeitraum unveriindert blieb oder auch noc! 
srauer wurde. Dies zeigt wiederum, daB die Hefe einen faktor 
enthilt, der das Phinomen des Grauwerdens heilt. Das Auftrete! 
der grauen Haare scheint durch bestimmte, ungiinstige Mengen- 
verhiltnisse der verschiedenen Faktoren des B-Komplexes in de! 
Kost besonders begiinstigt zu werden. Dafiir spricht die Tatsacle. 
daf das Grauwerden besonders bei Futtermischungen, die ich 
lich Vitamin B, enthalten, auftritt. 

Der neue Faktor ist mit den bereits bekannten Fa! 
des Vitamin B-Komplexes: Vitamin B, (Aneurin), B, (Lacto! 
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2 und Nicotinsiureamid nicht identisch. Der neue Faktor wird 


_ nicht auf Fullererde adsorbiert und befindet sich somit in dem 


toy E Filtrat. Dieses Filtrat enthalt nach Lepkovski, Jukes und 
wad 1 


‘rause’) den ,,Filtratfaktor“, von diesen Autoren auch Faktor 2 





¢ 
Fig. 10 
des gleichen Wurfes auf Grundkost E (mit Fisch als Proteinquelle). Tier Nr. 1 und 3 
uks erhielten als Zulage tiiglich #/, g Trockenhefe. Die Tiere Nr. 2 und 4 von links 
i einen konzentrierten Hefeextrakt entsprechend 0,5, spiter 1,25 g Trockenhefe. 
(Gewichtskurven vel. Fig. 7) 


hezeichnet, der die Dermatitis bei Kiicken heilt und auch fir 
)! das normale Wachstum von Ratten notwendig ist. DaB dieser 
iltratfaktor* einen EinfluB auf das Wachstum von Ratten hat, 
wurde von uns in einer friiheren Arbeit bestitigt!). Aus einigen 
on den neuen Versuchen scheint aber hervorzugehen, dab der 


, Faktor, der fiir das Rattenwachstum notwendig ist, mit dem neuen to I 
Falktor nicht identisch ist, da wir bei gewissen Kostmischungen t | 
vutes Wachstum bei gleichzeitigem Grauwerden der Haare er- | 


Bei anderen Kostmischungen erhielten wir wiederum graue 
bei Ratten, die kein Wachstum zeigten. 
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Der neue Faktor scheint relativ wirmelabil zu sein, wei) ¢ 


durch 3stiindiges Kochen von Hefe und Einengen auf dem Wasser- 
bad im Vakuum zerstért wurde. Der ,,Wachstumsfaktor’ de, 
Filtrats schien aber dabei nicht vernichtet zu werden. Es isi 
merkenswert, daB der ,,Kiicken- Dermatitisfaktor“ von Elvehj: 
der nach Lepkovski, Jukes und Krause’) mit dem ,,Filirat. 
faktor“ identisch sein soll, ebenfalls wirmelabil ist. Es ist «ler 
noch eine offene Frage, ob der ,,Kiicken-Dermatitisfaktor* wn 
der ,,.Ratten-Wachstumsfaktor“ des Filtrats identisch sind. 


Zusammenfassung 


Fiir die normale Entwicklung des Pelzes benétigen die Raiten 
einen neuen Faktor des Vitamin B-Komplexes, bei dessen Mange 
die schwarzen Haare der Ratten grau werden. Der neue Faktor 
befindet sich in Hefe, die das Grauwerden der Haare verhinder 
und heilt. Dieser Faktor scheint weniger wirmestabil zu sein 
als die iibrigen bereits bekannten Faktoren des sogenannten 
wirmestabilen Teils des Vitamin b-Komplexes: B, (Lactoflavin, 
B, und Nicotinsiiureamid. Der Faktor scheint mit dem fiir das 
Wachstum der Ratten notwendigen ‘l'eil des sogenannten ,,Filtrat- 
faktors“ nicht identisch zu sein. 


Die vorliegende Untersuchung wurde zum Teil mit Mitteln des ,.l'is 
keribedriftens Forskningsfond“ ausgefiihrt. 

Die Firma I.G. Farbenindustrie hat uns durch ihre Vertretung in 
Oslo, ,,Norrigefa“, Proben von reinem synthetischem Vitamin B, und yon 
Lactoflayin fiir unsere Versuche zur Verfiigung gestellt, wofiir wir zu Dank 
verpflichtet sind. 
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Die Ablagerungsverhdltnisse 
des morphologisch darstellbaren Eisens im Organismus 
bei verschiedenen Eisenpraparaten 


1. Mitteilung 


Von 


P. Vosskiihler 


{us dem Pathologischen Institut des Rudolf-Virchow-Krankenhauses, Berlin) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Dezember 1938) 


Die Mitteilung befaBt sich ausschlieBlich mit den morpho- 


lozisch nachweisbaren “Ablagerungen verschiedener zugefiihrter 


Kisenpriiparate beim Kaninchen. Urspriinglich nur zur Nach- 
prifung hier nicht interessierender Angaben angestellt, sollen 
nunmehr diese Ergebnisse die Vergleichsgrundlage fir weitere 
Untersuchungen iiber bestimmte Fragen des EKisenstoftwechsels 
bieten. Bislang verfiigen wir kaum iiber exakte morphologische 
Feststellungen beziiglich der Ablagerungsverhiltnisse des peroral 
zugetiihrten Eisens, wihrend chemische Arbeiten tiber den Nach- 
weis dieses Metalls im Blut und Blutserum bereits vorliegen. 

Die Fragen, wie das Eisen resorbiert wird und wie sezerniert, 
sind noch nicht geniigend geklirt. 

Die Versuche sind schwierig, selbst in den Fragen des 
Calciumstoffwechsels, dessen Verhalten leichter analysierbar ist, 
sind wir noch nicht véllig im Bilde. Infolgedessen wollen wir — 
uid das sei vorweggenommen — in diesen Versuchen auch nichts 
liber die Bedeutung des von uns nachgewiesenen Eisens sagen 
und miissen die Diskussion, wie dieses Eisen funktionell zu be- 
werten ist, zuriickstellen. Die Schwierigkeiten des exakten Eisen- 
aciweises im Organismus sind sowohl in chemisch quantitativer 
als in histochemischer Hinsicht bekannt und>erweisen sich um so 
lel’, je mehr versucht wird, die Statte der Ablagerung, deren 


Stike, sowie Wertigkeit und biologische Wirksamkeit des Kisens 


zu wollen. 








— 
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Die histochemischen Reaktionen bediirfen einer gewissey 
Kritik. Selbst wenn man die iiblichen Methoden der Ber! ine 
Blau- und Turnbull-Reaktionen verwendet, kann man viel yoy 
dem im Organismus in verschiedener Form vorhandenen, chemise} 
ungleichartigen Eisen nicht darstellen. Abgesehen von dem so. 
genannten maskierten Funktionseisen, das in tiberwiegenden Fiilley 
mit den histochemischen Methoden nicht erfaBt wird, spielt auch 
bereits die Dichte der Eisenablagerung eine Rolle und das Ver. 
halten der Grundsubstanz, der das Kisen eingelagert ist. So wird 
z. B. Zerfallseisen, wie bei der progressiven Paralyse, obwohl vor. 
handen, in vielen frischen Fallen erst bei einer gewissen Schuitt. 
dicke fiir uns mikroskopisch wahrnehmbar. 

Fiir den Versuch zur Festlegung der Wege des ver. 
fiitterten Kisens im tierischen Koérper bei Verabfolgung 
verschiedener Praparate sind wir bei der Berliner Blau- 
und bei der Turnbull-Reaktion geblieben, so wie sie all- 
gemein angewandt werden. 

Mit der Berliner Blau-Reaktion sollen der herrschenden 
Auffassung entsprechend lediglich die Ferriverbindungen  dar- 
gestellt werden, waihrend mit der ‘’urnbull-Reaktion das gesamte 
nachweisbare Kisen, und zwar sowohl die Ferri- als auch die 
Ferrosalze erfaBt werden sollen. 

Nach Schmorls_ ,,Untersuchungsmethoden“ sind mit 
Schwefelammonium Eisenoxyd- und LEisenoxydulverbindungen 
nachzuweisen, wobei diese Reaktion als ,,nicht besonders emp- 
findlich* bezeichnet wird. 

Bei der Natur des Schwefelammoniums als angebliches Ke- 
duktionsmittel wiirde das Gewebseisen in die Ferroverbindung 
iibergefiihrt. Dieser Vorgang kénnte aber allein schon 
aus dem Grunde der betonten geringen Empfindlichkeit 
dieser Reaktion, im Rahmen des histochemischen Turn- 
bull-Blaunachweises nicht als quantitativ zu wertende’, 
einwandfreier ProzeB, der zu den angegebenen Folge- 
rungen berechtigte, angesehen werden. Dariiber hinaus 
diirfte die reduzierende Wirkung des Schwefelammonius 
iiberhaupt gering sein, da entgegen den fritheren At- 
sichten Schwefelammonium und Ferrisalze, Ferrisuillt 
und nicht Ferrosulfid ergeben. 


In diesem Zusammenhang sei erwihnt, daB Hueck zwar bh 

nehmendem, chemisch-quantitativ nachgewiesenem Eisengehalt auc! 
’ 7 = ° } . : ys . | 
gleichlaufende Verstiirkung des histologisch nachweisbaren Eisens in 
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vorfand, der histochemische Fe-Nachweis aber an einen Mindestgehalt von 
0°, gebunden war und L. Schwarz bei Vergleich einiger mittels der 
histochemischen und der chemisch-quantitativen Methode festgestellten 
Eisenmengen zu dem Ergebnis kommt, da recht betriichtliche Eisenmengen 


| histologisch nicht dargestellt werden kénnen. 


DaB mit der Turnbull-Blaureaktion in den Geweben oft 


mehr Kisen als mit der Perlsschen nachgewiesen werden kann, 
ist hiufig zu erweisen. DaB dieses Mehr an Eisen, z. T. wohl 
auf Ferroionen zuriickzufiihren ist, ist anzunehmen, nicht aber 
‘jst auf einen totalen Nachweis der Ferri- und Ferroverbindungen 


rickzuschhieBen. So oft auch in den eigenen Fitterungs- 
untersuchungen eine gegeniiber der Perlsschen Reaktion 
verstirkte Fe-Ablagerung bei der Turnbull-Reaktion zu 
verzeichnen war, so doch immer nur in einem Mabe, das 


nicht der wirklichen Ablagerungsintensitait — ganz ab- 
vesehen vom ,,larvierten“ Kisen — zu entsprechen vermag, 


'was sich naturgemiB besonders bei der Verabfolgung von Ferro- 


verbindungen zeigte. 
Spatz wertet das Mebr an Eisen bei der Turnbull- 
Reaktion nicht im Sinne einer Eisenoxydulverbindung, erklirt es 


'vielmehr dadurch, daB bei der Schwefelammoniumreaktion eine 
/Schrumpfung der histologischen Schnitte eintritt, und die ver- 
'uelrte Kisenpigmentablagerung méglicherweise nur vorgetiiuscht 


wird. Demgegeniiber erscheint uns dieSchnittschrumpfung 
bel vorsichtiger Behandlung nicht so stark, diese ver- 
nehrte Fe-Ablagerung bei der Turnbull-Blau-Reaktion 
erkliren zu kénnen. 

kine hervorzuhebende Schwierigkeit ist auch darin gegeben, dab bei 
ier feingeweblichen Verarbeitung des Materials die zum Vergleich dienen- 
(en histologisehen Schnitte oft mehr oder weniger ausgeprigte Unterschiede 
u der Intensitét der Eisenablagerung zeigen kénnen, Verhiiltnisse, die be- 


sonders im Magendarmkanal mit seinem groBen, so weitgehend aufgefiltetem 


Obertiichenrelief vorzufinden sind. Nur eine Vielzahl von Schnitten 
icher Dicke darf dann die Grundlage zu quantitativen Ver- 


}vieichen bilden. 


\uf Grund all dieser Uberlegungen mu8 man also beziiglich 
ler Turnbull-Blau-Reaktion zur Einschitzung einer quanti- 
‘atly unzureichenden Probe gelangen. 
ie Speicherungsintensitit fiir eine Reihe verschiedener 
iparate zu bestimmen, war zunichst das Ziel der in dieser Hin- 
‘cht on Kaninchen bei unterschiedlicher Fiitterungsdauer iiber 8, 
[fund 28 Tage vorgenommenen Untersuchungen. Es wurden dabei 

Fiitterung im Durchschnitt 3 Parallelversuche angesetzt. 
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An Kisenpriaparaten fanden Anwendung: 1.Ferrum reduc iuy, 
2. Ferrum carbonicum saccharatum, 3. Ferrum oxydatuy 
saccharatum, 4. und 5. als Firmenpriparate Ferrosiabjj 
(Schering-Kahlbaum) und Blutan (Helfenberg). Bei 2. un 
4, handelt es sich um Ferro-, bei 3. und 5. um Ferriverbindun ey. 
Ferrum reductum wird (nach Starkenstein) durch die Mage. 
salzsiure z. T. gleich in das Ferrosalz iibergefihrt. 

Ferrostabil enthalt stabilisiertes Ferrochlorid und soll im Gegensat 
zu weiteren Ferropriiparaten schon im Magen resorbiert werden. Es wurde 
unter Betonung der Sonderstellung des 2 wertigen Eisens in der Aniimie. 
behandlung von Starkenstein in die Therapie eingefiihrt. 

Blutan als fliissiges Priparat enthilt 0,6°/, Eisen als Peptonar 
verbindung, als Roborans auBerdem 1°/, Mangan, ferner Bitterstotte 

Methodisch wurde pro kg Koérpergewicht 0,1 g Eisen peroral 
zugefiihrt, eine Menge, die zwar auferordentlich tiber dem pliysio. 
logischen Bedarf liegt (fiir den erwachsenen Menschen nach: ver- 
schiedenen Autoren auf 1—10mg geschitzt), andererseits aber in 
Hinblick auf die in der Humanmedizin jetzt iiblichen therapeutischen 
Dosen als nicht ungewéhnlich anzusehen ist. So ist von klinischen 
Gaben des Ferrum reductum nur ein Behandlungserfolg zu er- 
warten, wenn es in groBben Mengen bis zu mehreren Gran 
tiiglich gegeben wird. U.a. wies Schulten darauf hin, dab bei 
manchen Aniimiefillen bis zu 10 ¢ ferrum reductum tiiglich z- 
gefiihrt werden miissen, also Dosen, die die friiher gebriiuchliches 
um ein Vielfaches iibertreffen. 

Als Nahrung erhielten die Kaninchen Mohrriiben. Im Hinblick 
auf die peroral zugefiihrten groBben Kisenmengen diirften die in diesem 
enthaltenen ganz geringfiigigen fiir die Beurteilung belanglos seu. 

Den Ablagerungsverhiltnissen im Magendarmkana! 
wurde besondere Aufmerksamkeit geschenkt. Aus dem Magen 
gelangten durchweg 4 verschiedene Stellen zur Untersuchung, dle 
in gleichmiBigen Abstiinden von der Cardia bis zum Pylorus eut- 
nommen wurden, aus dem Diinndarm durchweg 6, ebenfalls in gleichet 
Abstiinden entnommene Stiicke, weiterhin mehrere Stiicke aus dew 
beim Kaninchen langen Wurmfortsatz und aus dem Dickdarm. 

Es fanden sich bei den iiber einige Zeit hin eisenfrei nur ml! 
Mohrriiben gefiitterten Kontrollkaninchen bei der histologische! 
Organuntersuchung nur schwache Kisenreaktionen, am ehesten !au 
sich Eisen in der Milz, in Spuren in der Leber, wahrend 1 
ganzen Magendarmtrakt wie auch in den iibrigen Organen DU 
iuBerst selten einige Pigmentkérper dargestellt werden kounte! 





Abla 


den 

nacl 
logis 
cyte 
Ver 


und | 
Boe! 


. Fe-P 


niimli 
ergal 
Verse 
Zuber 
sogar 
ander 
lich 2 
gleicl 
im © 
lichen 
suchu 


fiir di 


Hafer 
gerins 


zu ell 


A u fr 12 
Abset. 
mit A 
die B 
deutu 


. 


Vorrat 
im Di 


auswil 


Zuful 
taten: 
den | 
Blau- 
gewle! 
kein | 
oberst 
elsenf 


Hop 














Ablagerungsverhiltnisse des morphologisch darstellbaren Eisens usw. 221] 


Die schwachen histochemischen Kisenreaktionen entsprechen 
den physiologischen Verhaltnissen im normalen Organismus. Das 
nachgewiesene Hisen entstammt bei dem relativ geringen physio- 
logischen EKisenbedarf zum gréSten Teil den zerstérten Erythro- 
cyten, das beim Neuaufbau der roten Blutkérperchen wieder 
Verwendung findet. 

MengenmiaBig stark schwankende Ablagerungen bei Anwendung ein 


und derselben Eisenform, hat am Beispiel des Ferrum oxydatum saccharatum 
Boerner-Patzelt gezeigt; so liegt es nahe, bei Verabfolgung verschiedener 


_ Fe-Priiparate erst recht unterschiedliche Speicherungen anzunehmen; wurde 


nimlich Méusen 1 cem einer 4°/, igen Lésung in die Schwanzvene injiziert, 
ergaben sich quantitative Unterschiede in der Ablagerung, einmal infolge 
Verschiedenheit der kiéuflichen Fe-Priparate, dann infolge verschiedener 
Zubereitungen der Lésung, ferner auch durch Anderung des Lésungsmittels, 
sogar bei den verschiedenen Arten der benutzten GefiSe, weiterhin durch 
andersartige Einverleibung und durch Anwendung gréBerer Dosen. SchlieB- 
lich zeigten verschiedene Tierarten recht erhebliche Unterschiede bei sonst 
gleichen Bedingungen. Fiihren also anscheinend geringfiigige Verdnderungen 
im Chemismus des Ferrum oxydatum saccharatum zu teilweise betricht- 
lichen Anderungen in der Ablagerungsstiirke, so hat nach den Unter- 
suchungen von Kawashima der jeweilige Chemismus im Magendarmtrakt 
fiir die Resorption erhebliche Bedeutung. 


Im Darmkanal von Miiusen fand sich bei normaler Ernihrung mit 
Hafer, Brot und Wasser bei gleichzeitiger Verabfolgung von Eisen nur eine 
geringe Siderose. Speckdiit fiithrte zu einer deutlichen, Eigelb-Milchdiit 
zu einer betriichtlichen Fe-Ablagerung. 


Den Acidititsverhiltnissen im Magen und ihren Beziehungen zur 
Aufnahme des Eisens sind mehrfach Untersuchungen gewidmet gewesen. 
Absetzen von Alkaligaben fiihrte im Blutbild zu deutlichen Retikulocytosen 
mit Anstieg des Hamoglobins und der Erythrocytenzahl (was praktisch fiir 
die Behandlung von Magengeschwiiren mit Eisenmangelanimien von Be- 
deutung ist). 


Nach Stepp, Schroeder, Seyderhelm u. a. ist auch ein gewisser 
Vorrat an Vitamin C, das auBer in der Nebennierenrinde angeblich auch 
in Diinndarmepithel gespeichert wird und sich hier resorptionsférdernd 
auswirken soll, fiir eine volle Eisenwirkung unerlaBlich. 


Die bei den eigenen Versuchen zunichst iiber 8 Tage gehende 
Zufuhr von Ferrum reductum fihrte nun zu folgenden Resul- 
taten: Es konnten bei Untersuchung des Magendarmkanals in 
den pripylorisch gelegenen Abschnitten miBige, mit der Berliner 
Blau- und Turnbull-Reaktion faBbare Eisenspeicherungen nach- 
gewiesen werden. In den ibrigen Magenabschnitten zeigte sich 
kein Fe-Pigment. Kine deutliche Ablagerung fand sich in den 
obersten Diinndarmabschnitten im Gegensatz zu den vollkommen 
elsenfreien unteren Partien, wihrend im Processus vermiformis 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVII. 15 
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und proximalen Colon wieder stiirkere Fe-Ansammlungen ap. 
zutreffen waren. Kine deutliche Reaktion gaben Leber und Mil, 


eine geringe die Nieren, ebenfalls das Knochenmark. 

Vergleicht man hiermit die mit den iibrigen Fe-Priparatey 
bei 8tigiger Fitterung erzielten Ablagerungen, so sind 
nennenswerte Abweichungen nicht festzustellen. Am Ausmaf de 
Organ- insbesondere der Darmspeicherung gemessen, ergibt sich 
keine Uberlegenheit irgendeines Praiparates. Insbesondere 
war bei den Ferroverbindungen keine verstiirkte Fe-Reaktion in 
Magendarmkanal festzustellen; auch zeigte sich in den iibrige 
Organen kein unterschiedlicher Befund. Sehr schwankende Eisen. 
ablagerungen — von deutlichen bis zu allerstirksten — bestanden 
in der Milz, und zwar nicht nur bei den verschiedenen F-. 
Priparaten, sondern auch bei den mit den gleichen Zubereitungen 
gefiitterten Tieren (vgl. unten). Herz und Lungen wiesen ge. 
wohnlich kein oder nur in ganz geringem MaBe Fe-Pigment aut* 

An den Nieren fand sich hin und wieder eine nur geringe 
Speicherung. Durchweg war die Ablagerung des EKisens im Dick- 
darm doppelt so intensiv wie im Diinndarm. 

Bei 14tigiger Fitterung ist die vermehrte Fe-Speiche- 
rung gegeniiber der 8tiigigen sehr deutlich, Am Beispiel des 
Ferrum oxydatum saccharatum betrachtet, ergaben sich folgende 
Verhiltnisse: In der Magenschleimhaut fanden sich keine oder 
nur geringe Kisenmengen, durchweg deutliche im Duodenum und 
obersten Diinndarm, in den mittleren und unteren Abschnitten 
fehlten Eisenablagerungen immer. Am Processus vermiformis 
wies das proximale Stiick durchweg eine ausgepriagte und sehr 
viel deutlichere Speicherung auf als das distale; das Gleiche gilt 
fiir das Colon. In der Leber waren deutliche bis starke, in der 
Milz konstant starke Ablagerungen zu beobachten. In Lunger, 
Herz und Nieren war Eisen nicht darzustellen, dagegen bestand 
im Knochenmark eine regelmiBige Speicherung, auBerdem iW 
Gehirn. Verabfolgung der entsprechenden Menge Ferrum reductum 
iiber die gleiche Zeitdauer zeigt am Magen und in der Leber eine 
eindeutig stiirkere Ablagerung, jedoch nicht in den itibrigen Organen. 

Auch Ferrum carbonicum saccharatum zeigt in allen Organet 
eine deutliche Speicherung, sowohl im gesamten Magendarmkanal 


*) Zeigte es sich gelegentlich in gréBerer Menge in den Lunget 
gefiiBen, so war die Erklarung dafiir in einem Transport von der Dart 
wand aus iiber die Lymphbahnen unter Vermeidung des Leberkreislanfes 
zu suchen. Andere Beziehungen ergaben sich nicht. 
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als auch in Leber, Milz, Nieren und Knochenmark. Wie aus 
verschiedenen Abschnitten des Magens entnommene Stiicke zeigten, 


| sind im prapylorischen Teil meistens gréBere Fe-Mengen als in 


den iibrigen Partien anzutreffen. 

Das AusmaB der mikroskopischen Reaktion entsprach bei 
16tigiger Fiitterung mit Ferrostabil wie auch bei der 8 tagigen 
dem Verhalten der anderen Praparate. Auch bei Blutanfiitterung 


besteht im Digestionstrakt eine deutliche Fe-Speicherung. Im 


Magen findet sich Eisen in den pylorusnahen Abschnitten, Duo- 
denum und obere Diinndarmhilfte weisen stark positive Reaktion 


auf, Ebenso Wurmfortsatz, oberer Dickdarm und die Leber. 


Im ganzen ergibt sich bei der 14tiaigigen Versuchs- 
dauer eine gegeniiber der 8tagigen verstirkte Pigment- 
anreicherung in den Organen. 

Kine entsprechend noch stirkere erbringen die iiber 
4 Wochen gehenden Fiitterungen. 


Die 28taigige Zufuhr fibrt im Magen zu einer nicht nur 


. auf den Pylorus beschrankten, sondern auch in den iibrigen 
Abschnitten bei allen vorhandenen Fe-Ablagerungen bei allen 


Fe-Priiparaten zu einer sehr starken im Dickdarm und Wurm- 
fortsatz, zu einer enormen in Leber und Milz. Gleicherweise war 
die Speicherung in den Lungen und dem Knochenmark ebenfalls 
sehr deutlich. Im besonderen ergaben die Fiitterungen mit Ferrum 
oxydatum saccharatum im Magendarmkanal einen deutlichen Aus- 
fall der mikrochemischen Fe-Reaktion. Ferrostabil wie das Blutan 
zeichnete sich durch eine sowohl im Magendarmtrakt als auch 
in Leber, Milz, Nieren und Knochenmark starke Ablagerung aus. 


Zusammenfassend ergibt sich also eine bei den ver- 
schiedenen Kisenpraiparaten Fer. red., Fer. oxyd. sacchar., 


Fer. carb. sacch, Blutan und Ferrostabil im groBen und 
ganzen gleichstarke, mit zunehmender Fiitterungsdauer 


gleichmaBig ansteigende Verstirkung der EHisenablage- 
Tung sowohl im Magendarmkanal als auch in den paren- 
chymatésen Organen. Die nachstehende Tabelle soll das ver- 
anschaulichen. Unter Verzicht auf die Anfihrung der Einzel- 
tabellen enthalt sie eine Zusammenstellung der aus je 3 Parallel- 


Yersuchen sich ergebenden Ablagerungsverhiltnisse des Hisens. 


Wegen der meist nur geringen Unterschiede wird auf eine ge- 
trennte Anfiihrung der Ablagerungen bei der Turnbull- und 
Berliner Blau-Reaktion verzichtet. 


15* 
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Es mu8 hervorgehoben werden, daB diese im groBen und 
ganzen bei den verschiedenen Kisenpriparaten gleiche Ablage- 
rungsstirke nicht mit der biologischen Wirksamkeit des 


 Kisens in Parallele gesetzt werden kann und da diesbeziigliche 


Riickschliisse bei der bisher gewahlten Methodik nicht angingig 
sind. Wohl aber kann mittels der histochemischen Reaktionen 
zur Frage der Resorption dieser einzelnen Verbindungen 
Stellung genommen werden. Wenn sich bei all diesen eine 


 giemlich gleichméBige und gleichartige Speicherung nach Inten- 


sitiit und Ablagerungsmodus vorfand, so kann daraus nur der 
Schlu8 einer Resorption sowohl der 2- als auch der 
Z3wertigen Praiparate im Sinne einer aktiven vitalen Zell- 


 leistung gezogen werden. Heubners Ansicht einer unterlegenen 


Aufuahme des Ferrieisens kann also bei Anwendung der mikro- 


' histochemischen Methodik nicht bestitigt werden. Wenn es bei 
Heubner heiBt, ,Starkenstein hat tiber jeden Zweifel klar- 
| gestellt, daB Ferroeisen relativ gut aufgenommen wird, wihrend 
| Ferrieisen nur insoweit zur Resorption kommt, als es vorher im 


Darmlumen selbst zu Ferroeisen reduziert wird“, so findet sich 
demgegeniiber bei Starkenstein selbst als Folgerung oraler Ver- 
abfolgungen einfacher anorganischer Ferrisalze (und organischer 
Kisenverbindungen) an Kaninchen, Ratten und auch bei Menschen, 
,daB auch diese Verbindungen vom Magen und Darm aus resor- 
biert werden, und daB ihre Unwirksamkeit somit nicht auf eine 
mangelhafte Resorption zuriickgefiihrt werden kann“. Weiterhin 
sei von den Untersuchungen Heilmeyers bei Eisenresorptions- 
versuchen mit Ferrum reductum (durch Bestimmung des Serum- 
elsenspiegels) der Fall einer ,,verhaltnismaiBig guten Kisenresorption 
trotz einer totalen histaminrefraktiren Achylie* bei Blutungs- 
animie hervorgehoben, durch den die der Salzsiure beigemessene 
Wertung in ihrer prinzipiellen Bedeutung fiir die Kisenaufnahme 
jedenfalls stark herabgemindert erscheinen muB. 

Hemmungen der Hisenspeicherung im Darm wie sie 
fiir den Menschen besonders bei Stérungen der Acidititsverhilt- 
uisse, Schleimhautentziindungen des Magendarmkanals usw. be- 
schrieben sind, waren in unseren Fallen bei Anwesenheit von 
Parasiten im Darm ersichtlich. Ein fast vollstiindiges, wohl auf 
die Gegenwart von Kokzidien zuriickzufiihrendes Fehlen der Kisen- 
ablagerung fand sich in einem Fall von 16 tigiger ferrum reductum- 
Fiitterung im Anfangsteil des Colon, wahrend in einem aus Dick- 
darmmitte entnommenen parasitenfreien Stick Fe wieder in 
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geringen Mengen nachzuweisen war. Ausgedehnte Ablagerungs. | 


beeintrachtigungen im ganzen Magendarmtrakt bei entsprechen( 
ausgebreiteter Kokzidiose bestanden weiter bei einer 28 tigigen 
Fiitterung mit Ferrum oxydatum saccharatum. Diese Beispiele 
fiir die Erschwerung der Fe-Resorption bzw. -Ausscheidung unte 
pathologischen Verhialtnissen, hier also infolge von Parasitey, 
waren durch Verinderung des Darmchemismus oder auch direkt 
toxische EKinwirkung auf die Zellfunktionen zu erkliren. 


Was die genauere Lokalisation des EHisens in de 
Geweben angeht, so finden sich zunachst beziiglich des Magen; 


nur wenige Angaben im Schrifttum itiber dessen Rolle bei der J 


Eisenaufnahme. Wahrend bereits Hochhaus und Quincke in 
der Submucosa des Magens kleinere Herde von Fe-haltigen Zeller 
darstellen konnten, gelangte Tartakowsky bei Kaninchen m 
vollkommen negativen Resultaten. Der wohl infolge Untersuchung 
ungeeigneter Stiicke bedingte negative Reaktionsausfall fiihrte zu 
Unterschaitzung des Magens in dieser Hinsicht. In den eigenen 
Untersuchungen gelang es jedenfalls mit ziemlicher Sicherheit 
im Magen, und zwar besonders in den prapylorischen An- 
teilen, bei allen Fe-Praiparaten Eisenpigment nach 
zuweisen. Es findet sich hier in den an den Grenzen zur Sub- 
mucosa gelegenen Epithelien in meist duBerst feinkérniger fast 
diffuser Verteilung. Auch im iibrigen Darmtrakt sind es die 
Epithelien, die ganz tiberwiegend an der Kisenspeicherung in 
meist kérniger, teils mehr fein-, teils mehr grobscholligerer Art, 
und zwar immer ganz tiberwiegend in den proximalen Abschnitten 
des Diinn- und Dickdarms, worauf schon Hochhaus und Quincke 
hinwiesen, beteiligt sind. Im Darmzottenstroma wie auch in der 
muskuliren Wand sind nur hin und wieder einige Pigment: 
kérnchen entsprechend einem vorauszusetzenden schnellen Weiter- 
transport des Eisens auf dem Blut- und zum Teil auch auf dem 
Lymphwege anzutreffen. 


Die Ahnlichkeit der Eisenpigmentablagerungen im Diinn- und Dick- 
darm kénnte dazu verleiten, fiir letzteren auch resorptive Fihigkeit av 
zunehmen, in Parallele mit der hier auch stattfindenden Wasseraufnahme. 
Bereits 1891 wurde jedoch durch Gottlieb auf die Tatsache der Lisen- 
ausscheidung im Colon hingewiesen. Kobert bestiitigte dieses; er ga 
einem Hunde intravenéds 100 mg Fe und fand im Dickdarm 57,5 mg, i@ 
Diinndarm nur 1,6 mg davon wieder; der Rest war in der Leber. Tarta- 
kowsky, Hochhaus und Quincke glaubten noch aus bestimmten Ab- 
lagerungsbildern des Kisens im Dickdarm Riickschliisse auf die Ausscheidung 
oder Aufnahme an dieser Stelle tun zu kénnen und kamen dabei zu aller 
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dings widerstrebenden Auffassungen. Es blieb also der chemischen Methode 
die Klirung dieser Frage vorbehalten; ob das Eisen auf dem Blut- oder 
Darmwege in die betreffenden Wandabschnitte gelangte, ist aus dem histo- 
logischen Bilde nicht zu ersehen. In Anbetracht des Ergebnisses der 
chemischen Untersuchungen wire es gewiB verkehrt, grundsitzlich 
dem Colon jegliche Fihigkeit der Eisenaufnahme absprechen 
zu wollen, umgekehrt wurde ja auch durch Kobert und Fritz Voit 
eine geringe Beteiligung des Diinndarms an der Ausscheidung bei Hunden 
festgestellt. Von klinischer Seite (Schulten) wurde auch die — praktisch 
allerdings wenig getibte — Méglichkeit einer rektalen Eisentherapie hervor- 
gehoben, da ,,auch aus den untersten Darmabschnitten Eisen in den Blut- 


strom iibertritt*. 

An den Nieren ist ganz vorwiegend das tubuliire Epithel der 
Hauptstiicke Sitz der Kisenpigmentablagerung, oft in Form eines 
schon makroskopisch am Priparat sichtbaren blauen Saumes. 
Das hier eliminierte Eisen spielt gegeniiber dem im Dickdarm 
eine mehrfach geringere Rolle. Es ergab sich aber eine Uberein- 
stimmung in der Ausscheidung insofern, als bei besonders stark 
positiver Reaktion in den Nieren am Dickdarm — abgesehen 
von den obersten — nicht nur die mittleren, sondern auch die 
Endabschnitte, die sonst keine oder nur geringe Speicherungen 
aulwiesen, eine starke Ablagerung ergaben. 

In der Leber war das Eisen beim Tierversuch bei zusitz- 
licher Verabfolgung schon immer sehr friihzeitig in der Peri- 
pherie der Acini nachzuweisen, bald mehr in diffuser, bald mehr 
in sehr feinkérniger Form. Mit gesteigerter Zufubr war auch 
im Zentrum der Acini eine zunehmende Ablagerung zu sehen, 
und zwar vorzugsweise in den Leberzellen selbst, weniger stark 
in den Reticuloendothelien. Angesichts solcher histologischer Be- 
funde liegt es nahe, das in der Leber anzutreffende Eisen samt 
und sonders als Nahrungseisen anzusprechen. M. B. Schmidt 
kommt dagegen auf Grund seiner Fiitterungsversuche an eisen- 
armen Miéusen zu der Feststellung, daB die ,,axiale Siderose der 
Leberbiilkchen enge Beziehung zur kérnigen Siderose der Milz- 
pulpa hat“ und hilt daher dieses Kisenpigment fiir ein Abbau- 
produkt der Erythrocyten. — Aus den Kisenspeicherungen in 
den Pulpa- und Reticulumzellen der Milz darf bekanntlich keine 
direkte Beziehung zum Nahrungseisen abgeleitet werden. Nach 
M. B. Schmidt steht diese im Mittelpunkt des Bluteisenstoff- 
wechsels. Auch hierbei ist zu bedenken, daB das AusmaB8 der 
Fe-Speicherung in diesem Organ noch keinen Hinweis auf die 
Intensitiét der physiologischen Blutmauserung gibt; denn zu oft 
erschweren — beim Menschen wie beim Tier — zu Erythrocyten- 
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zerfall fiihrende Infektionen die richtige Beurteilung dieser dep 
yendogenen“ Hisenstoffwechsel entstammenden Siderose. 

Erklart man sich die Wirksamkeit des Eisens bei der Be. 
handlung der Animien durch spezifische Reizwirkung auf das 
Knochenmark, so ist der Speicherung in diesem eine besondere 
Bedeutung beizumessen. Ferrostabil und Blutan ergaben gegen. 
iiber Ferrum reductum, Ferrum oxydatum saccharatum und Ferrun 
carbonicum saccharatum eine etwas iiberlegen erscheinende Speiche. 
rung im Knochenmark. Quantitative Unterschiede zeigten sich 
je nach Vorliegen eines mehr zell- oder mehr fetthaltigen Marke; 
insofern, als mit zunehmendem Fettgehalt eine Abnahme der 
Kisenspeicherung festzustellen war. Es ist aber hervorzulichen, 
daB hinsichtlich der Speicherungsintensitat im Gegensatz zu allen 
iibrigen Organen eine Abhingigkeit von der Fiitterungsdauer nicht 
festzustellen war und die Ablagerungsverhiltnisse im grofen 
und ganzen ziemlich gleichmaéBig waren. Es scheint also, dab 
unter physiologischen Bedingungen das Knochenmark 
iiber die Notwendigkeit seines Bedarfes hinaus kein 
Kisen speichert. 

Wurden oben die zeitlichen Beziehungen zwischen Kisen- 
aufnahme und Ablagerung in grofen Ziigen festgelegt, so er- 
scheint noch von Interesse, solche nach Absetzen der Hisen- 
fiitterungen fiir das Verschwinden des Eisens aus den 
Geweben nachzupriifen. Gottlieb stellte schon 1891 fest, dab 
die Ausscheidung des injizierten Kisens sehr langsam erfolgt: 
noch 19 Tage nach der Fe-Injektion blieb die Ausfuhr gesteigert, 
um erst dann abzufallen. Kawashima kommt zu dem Ergebnis, 
daB nach Aufhéren der ursichlichen Fiitterung die Siderosis 
tagelang stationar bleibt. Zu entsprechenden Ergebnissen fiilirten 
auch die eigenen Untersuchungen. Bei 14tiigiger Fiitterung mit 
Fer. oxyd. sacch. und nachfolgender 14tigiger eisenfreier HKrnib- 
rung ist nur eine gewisse Verschiebung im Ablagerungsmodus 
auffallig, nicht aber bestehen Unterschiede der Speicherungs- 
intensitit im ganzen. Wéahrend in den prapylorischen Magen- 
teilen noch eine deutliche Reaktion besteht, ist mit der Berliner 
Blau-Reaktion im Duodenum kein Eisen, mit der Turnb)ull- 
Reaktion eine Spur nachzuweisen. Im Dinndarm ist jetzt das 
Eisen nicht nur in den oberen Teilen, sondern auch in den untered 
anzutreffen, im Colon sind die oberen frei und nur die unteret 
zeigen eine miBig starke Reaktion. In der Milz findet sich em 
Riickgang der Ablagerung, in der Leber dagegen noch eine stark 
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 ausgesprochene Reaktion. — Bei 16 tagiger Fiitterung mit Blutan 
and anschlieBender 18 tigiger eisenfreier Erniihrung ergibt sich 
' im Magen und Duodenum keine Hisenreaktion und nur im oberen 
| Dimn- und Dickdarm eine miBige Ablagerung. Hier machte sich 
' also nach 16 Tagen die mangelnde Zufuhr von Eisen im Riick- 
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gang der Speicherungen geltend. Die Leber weist ebenfalls nur 


| eine miBige Reaktion auf, die Milz dagegen eine ausgeprigte. 


Kin fast gleiches Verhalten ergibt die 19 taigige Zufuhr von Ferro- 


stabil mit nachfolgender 21 tagiger Fe-freier EKrnihrung. Die 
lingere Fiitterungszeit wird also erst wieder durch liingere Kisen- 
| karenz ausgeglichen. Nur das Colon zeigte in seiner ganzen Aus- 
'delnung eine nach distal an Starke abnehmende deutliche bis 
' mibige Ablagerung, wird damit jetzt in seiner ganzen Linge in 
| den Dienst der Ausscheidung gestellt. Bei einer weiteren 14 tagigen 
| Fiitterung mit Fer. carb. sacch. und 20tagiger eisenfreier Nahrungs- 
| zufuhr tritt auch wieder die Beteiligung der unteren Dickdarm- 
» partien in der Ausscheidung hervor. Das im Dudenum nachweis- 
' bare Kisen tritt gegeniiber dem im Diinndarm an Menge zuriick. 


Aus alledem folgt also, daB unter den vorliegenden Versuchs- 
hedingungen die Resorption kein schnell endender, der Aufnahme 
der eigentlichen Nahrungsstoffe vergleichbarer Vorgang ist, sondern 
einer allmaéhlichen Abgabe des in den Darmepithelien 
angereicherten EKisens in die Blutbahn entspricht, ein Vor- 
yang, der auch nach 15—20tagigem Aussetzen der Fe-Gaben 
noch nicht abgeschlossen ist. An der Ausscheidung ist der ganze 
Dickdarm beteiligt, vorzugsweise aber der obere Teil. 

Die Uberpriifung der Eisenpriparate auf das Vorliegen 
einer etwaigen toxischen Organbeeinflussung schien — auch 
besonders im klinischen Interesse — von Bedeutung. Es wurde 
dabei von dem Gedanken ausgegangen, daB eine giftige Neben- 
wirkung bei AusschluB anderer Ursachen aus der toxischenVerfettung 
der Organe sowie albuminésen Zelldegeneration usw. abgelesen 
werden kénnte. Die von jedem Fall von Leber und Milz an- 
gefertigten Fettpriparate zeigten nun, da eindeutige Beziehungen 
zwischen der Art des Kisens und der Fiitterungsdauer einerseits 
und der Leberverfettung sowie degenerative Plasmaerscheinungen 
andererseits in unseren Versuchen nicht bestehen. Bei gleich- 
Starker Kisenablagerung in der Leber ist die Verfettung das eine 
Mal nur auf die Sternzellen beschrankt, das andere Mal zeigt 
sich eine deutliche diffuse fein- und grobtropfige Verfettung der 
Leberzellen. Die Ursachen dieser individuellen Schwankungen 
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sind schwer zu erklaren, interkurrente Erkrankungen ausz. 
schlieBen. Vielleicht spielen besondere komplizierte Vorgiing; 
der Eisenverankerung in der Zelle dabei eine Rolle. 

Zusammenfassend ergibt sich bei den zur Uberpriifung de 
verschiedenen Kisenpraparate (Ferrum reductum, Ferrum carbori. 
cum saccharatum, Ferrum oxydatum saccharatum, Blutan uni 
Ferrostabil) unter gleichen Versuchsbedingungen an normale 
Kaninchen vorgenommenen Fiitterungen unter Anwendung de 
mikrohistochemischen Methodik: 


1. eine Speicherung all dieser Priparate in gleicher 
Art und Starke, 

2. eine Speicherung sowohl der zwei- als auch der 
dreiwertigen Eisenverbindungen in gleicher Art und 
Stirke, 

3. ein mit der Fiitterungsdauer parallel gehendes 
Ansteigen der Speicherungsintensitit, 

4, eine relativ lange Verweildauer des darstellbaren 
Fe in den Organen auch nach mehrwiéchigem Aussetzen 
der Kisengaben, 

5. eine im Gegensatz zu den bisherigen Feststel- 
lungen stirkere Beteiligung des Kaninchenmagens an 
der Fe-Resorption, 

6. ein Fehlen von gesetzmaBigen Beziehungen 
zwischen Art des EHisenpriparates, Fitterungsdauer 
und eventueller toxischer Organschidigung (beurteilt 
nach der toxischen Zellverfettung und weiteren degenerativen 
Zellprozessen), 

7. schlieBlich ergibt sich aus den eingangs angestellten kriti- 
schen Betrachtungen zur Methodik, daB von einem irgendwie 
quantitativ einwandfreien differenzierenden Nachweis 
der Hisenoxydul- und -oxydverbindungen mittels der 
Turnbulls Blau-Reaktion keine Rede sein kann. 
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Photochemische Eigenschaften der Gallens&uren. III 


Bestrahlung der Apocholsaure, der Dioxycholensaure 
und der Isodioxycholenséure mit ultraviolettem Licht 


Von 
Tai Sihk Sihn 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut Okayama, Japan) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 14. Dezember 1938) 


Wenn die Gallenséiuren im Organismus aus Sterinen wie 
Ergosterin oder 7-Dehydrocholesterin bzw. Vitamin D, oder D, 
gebildet werden sollen, so muB erstens eine sterische Umlagerung 
der OH-Gruppe am C, stattfinden, zweitens eine Umwandlung 
der Trans-dekalinform von Ring A und B im Steringeriist in 
die Cis-dekalinform im Gallensiiuremolekiil und drittens eine Ver- 
schiebung und Hydratisierung der Doppelbindungen im Sterin- 
molekil'). Von diesen 3 Vorgiingen wurde der erstere von 
Kyogoku?), Yamasaki und Kyoguku’) durch die Bildung der 
a- und f#-3-Oxy-12-ketocholansiure im Krétenorganismus bei 
Verabreichung der 3,12-Diketocholansiure nachgewiesen; der 
zweite wurde von Miyazi‘) an der 3,6 - Diketoallocholansiure 
studiert. 

Die Hydratisierung der Doppelbindungen im Steringeriist 
wurde von Mori ) durch das Abfangen der Desoxycholsiiure im 
Kaninchenharn bei Verabreichung von 12-Keto-3-cholensiure 
immerhin wahrscheinlich gemacht. Zur Bildung der sekundiren 
Alkoholgruppen im Sterinmolekiil miissen allerdings erst die Doppel- 
bindungen verschoben und dann hydratisiert werden. 


1) T. Shimizu, Vortrag in der Jap. Gesellschaft fiir Naturwissel- 
schaften in Tokyo im Mai 1938. 

*) Diese Z. 246, 99 (1937). 8) Diese Z. 283, 29 (1935). 

*) Diese Z. 254, 104 (1938). 

5) Vortrag, gehalten anlaBlich des Physiolegisch-chemischen Kongresses 
in Chiba am 16. Oktober 1938. 





form 
(Tab 


chem 


E. D 














Photochemische Eigenschaften der Gallensiuren. III 983 


Um den Verschiebungsmechanismus der Doppelbindungen im 
Sterinmolekiil zu erkennen, wurde in der vorliegenden Arbeit der 
EinfluB von ultraviolettem Licht auf verschiedene ungesittigte 
Gallensiuren, die Apocholsiure, die Dioxycholensiure und die 
Jsodioxycholensaure, untersucht, die von Boedecker®), Wieland’) 
und Yamasaki’) durch Einwirkung konzentrierter Salzsiure auf 
Cholsiure erhalten worden sind. Von diesen ungesittigten Siuren 
wird die Apocholsaure (I) durch Salzséure entweder in Dioxy- 
cholensiure (II) oder in Isodioxycholensiure (III) umgelagert, die 
Dioxycholensaiure (II) entweder in Apocholsiure (I) oder in Iso- 
dioxycholensaure (III). 
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Bei Bestrahlung einer Lésung von Apocholsiure in Chloro- 
form wurde diese unter Verainderung ihrer optischen Aktivitat 
(lab. I) in Dioxycholensiure (II) verwandelt, und zwar tritt die 





) Ber. chem. Ges. 53, 1852 (1920); E. Boedecker u. H. Volk, Ber. 
ron ‘Ges 54, 2489 (1921). 

) H. Wieland u. E. Dane, Diese Z. 220, 42 (1933); H. Wieland, 
E. Diets u. H. Ottawa, Diese Z. 244, 198 (1936). 
*) Diese Z. 220, 42 (1983); 233, 9 (1935). 
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Bildung von Dioxycholenséiure aus Apocholsiure mit oder ohne 


Eosin auf. 


Tabelle I 












































[aJ}p 
Beatr.-Dauer a 
Sag 0 30 60 90 120 300 Temp 
Nr. a = a - 
1 20,259] 9,5° | 9,0° | 9,2° | 31,5° | 360° | 37—38 
2 21,5° 35,0° 34,0° 21,8° 17,5 ° 16,2 ° 27-—28 
3 25,0° 32,3 ° 34,12°] 26,5° 19,15 ° 15,0° 27—28° 


Die Bildung von Dioxycholensiiure aus Apocholsiure wurde 
sowohl bei Bestrahlung in Chloroformlésung mit der Quarzlampe 
bei Gegenwart von Luft als auch unter Zusatz von Kosin bei 
Bestrahlung mit Sonnenlicht beobachtet, waihrend bei der Be- 
strahlung des Ergosterins in EKosin- oder Himatoporphyrin-haltigem 
Alkohol im Luftstrom oder ohne Luft die Bildung des Ergosterin- 
peroxyds*) oder des Ergopinakons*°) beobachtet wurde. 

Die Umwandlung der Apocholsiure in Dioxycholensiure ge- 
schieht auch bei 28 Tage langem Stehen der Hamin-haltigen 
alkalischen Apocholsiurelésung im Zimmer. Die Doppelbindung 
in der Stellung C,—C,, der Apocholsiure wird also durch ultra- 
violettes Licht in die Stellung C,—C, der Dioxycholensiure ver- 
schoben. Desgleichen wird die Dioxycholensaéure in Chloroform 
durch Bestrahlung mit ultraviolettem Licht in Apocholsiure ver- 
wandelt. Apocholsiure und Dioxycholensiure gehen also durch 
Bestrahlung mit ultraviolettem Licht ineinander iiber, genau wie dies 
auch bei der Einwirkung von konzentrierter Salzsiure der Fall ist. 

Isodioxycholensaiure, die nach Callow!!) die Konstitution IV 
hat, konnte weder durch Salzsiure noch durch ultraviolettes Licht 
in Apocholsiure oder Dioxycholensiure verwandelt werden, was 
zeigt, daB die Doppelbindung der Isodioxycholensiure recht be- 
stiindig ist. 

Beschreibung der Versuche 


I. Apocholsaure 


1. Bestrahlung mit der Quarzlampe. 2 ¢ Apocholsiuremethylester 
(Schmelzp. 86—87°) wurden in 200 ccm Chloroform gelést und diese Lisung 
im Quarzrohr in 25 cm Entfernung mit der Quarzlampe von Hanau 


*) A. Windaus u. J. Brunken, Liebigs Aun. 460, 225 (1928). 
*) A. Windaus u. P. Borgeand, Liebigs Ann. 460, 235 (1928). 
11) J. Chem. Soc. London 1936, 198, 244, 462. 
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F (100 Volt und 7,5 Amp.) bestrahlt. Erst nach 15 Minuten wurde die Lésung 
| schwach gelblich; die gelbe Farbung nahm allmihlich im Verlauf der Be- 
' strahlung zu. Die spezifische Drehung der bestrahlten Lésung wurde bei 


37—38° bzw. bei 27—28° nach */,, 1, 1'/,, 2 und 5 Stunden, also 5 mal 
bestimmt. Bei 37—38° nimmt die optische Drehung mit der Zeit allmihlich 
ab, um nach 2 Stunden wieder zuzunehmen; bei 27—28° nimmt sie dagegen 


: mit der Zeit allméhlich zu und nach 1'/, Stunden wieder ab, wie in Tab. I 


angegeben ist. 

Dioxycholensiuremethylester. Die bestrahlte Chloroformlésung 
wurde im Vakuum abgedampft und der Riickstand mit einer 5°/,igen alkoho- 
lischen Kalilauge 1 Stunde verseift. Das Hydrolysat wurde nach Verdiinnung 
mit einer groBen Menge Wasser vom Alkohol befreit, dann wurde mit ver- 
diinnter Salzsiure ausgefillt. Der getrocknete Niederschlag betrug 1,8 g. 


| Er wurde zuerst mit Ather und dann mit absolutem Alkohol digeriert, 


wodurch er in 2 Fraktionen zerlegt wurde, in einen alkoholléslichen und 


'in einen darin unléslichen Teil. 


Der durch Abdampfen des Lésungsmittels erhaltene Riickstand wurde 
aus Alkohol-Wasser mehrmals umkrystallisiert. Ausbeute 0,8 g. Die Krystalle 


| schmolzen bei 171—172° und zeigten bei der Mischprobe mit Apocholsiure 
| keine Schmelzpunktsdepression. Der alkohollésliche Teil besteht also aus 
 unyeriinderter Apocholsiure. 


Der alkoholunlésliche Teil wurde aus verdiinntem Eisessig mehrmals 
unkrystallisiert. Schmelzp. 248°. Ausbeute 0,4 g. Diese Substanz wurde 


_ mit Jodmethyl verestert. Der aus Methanol umkrystallisierte Ester schmolz 
| bei 93—95°. Der Ester zeigte mit dem Dioxycholensiuremethylester von 


Boedecker keine Schmelzpunktsdepression. 
5,256 mg Subst.: 14,319 mg CO,, 4,697 mg H,O. 
C,;H,0, Ber. C 74,20 H9,97  Gef. C 74,30 H 10,00. 


Der Ester wurde mit einer 5°/,igen alkoholischen Kalilauge ver- 
seift. Aus dem Hydrolysat wurde durch Ansiuern mit verdiinnter Salzsiure 


| eine Fillung erhalten, die aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert wurde. 


Prismen oder Tafeln vom Schmelzp. 255—256° Die Siiure zeigt mit reiner 
Dioxycholensiiure keine Schmelzpunktsdepression. 


Spez. Drehung: 0,0222 g Subst.: 10 cem abs. Alkohol, 2 dm. 
ao = +0,299 fa}? = + 65,31°. 
5,125 mg Subst.: 13,890 mg CO,, 4,157 mg H,0. 
C,,H;,0, Ber. C 73,79 H 9,82 Gef. C 73,92 10,16. 


2. Bestrahlung mit Sonnenstrahlen. — a) Bei Gegenwart von 


| Eosin in Alkohol. 3g Apocholsiure wurden in Alkohol zu einer 1°/,igen 
_ Lisung gelést und unter 8maligem Zusatz von je 1,5 mg Eosin 1 Woche lang 


durch Sonne bestrahlt, wobei sich das Eosin jedesmal nach 2Stunden entfirbte. 

Die bestrahlte alkoholische Lésung wurde im Vakuum bei niedriger 
Temperatur abgedampft. Der Riickstand wurde in einer groBen Menge 
Ather gelést und mit einer 5°/,igen Sodalésung geschiittelt. Diese Soda- 
lisung wurde mit verdiinnter Salzsiure ausgefillt. Die getrocknete Fillung 


| betrug 2 g. Die Fallung wurde zuerst mit Ather und der atherunlésliche 


Teil wieder mit Alkohol digeriert. Aus diesem alkoholléslichen Teil wurde 
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wieder 1 g unverinderte Apocholsiure gewonnen und der ather- und alkohol. | 


unlésliche Teil aus Alkohol mehrmals umkrystallisiert. Schmelzp. 250—253) 
Ausbeute 0,25 g. 
Die Krystalle wurden mit Jodmethyl verestert und der Ester 4); 


Methanol umkrystallisiert. Schmelzp. 93—95°. Bei der Mischprobe zeigt de 


Ester mit Dioxycholensiiuremethylester keine Schmelzpunktsdepression. 


5,055 mg Subst.: 13,756 mg CO,, 4,458 mg H,O. 
C,,H,O, Ber. C 74,20 H 9,97 Gef. C 74,24 9,87. 


Die durch Hydrolyse aus diesem Ester erhaltene, aus Alkoho! un. 
krystallisierte Siure krystallisierte in Prismen oder Tafeln und schmol 
bei 255—256°. Keine Schmelzpunktsdepression mit Dioxycholensiiure nach 
Boedecker. 


Spez. Drehung: 0,0252 g Subst.: 10 cem abs. Alkohol, 2 dm. 
ao =+0,30°; [a2 = + 59,52° 
5,000 mg Subst.: 13,520 mg CO,, 4,526 mg H,O. 
C,,H,,0, Ber. C 73,79 H 9,82 Gef. C 18,75 4H 11,13. 


b) Bei Gegenwart von Eosin in Alkohol unter Durchleiten 
von Luft. Bei diesem Versuch wurde die Bestrahlung unter genau den 
gleichen Bedingungen ausgefiihrt, und zwar unter Sattigung der Lisung 
mit Luft, wobei das Eosin nur 1 mal zugesetzt wurde, da hierbei keine 
Entfirbung des Eosins auftrat. 

Die 1 Woche lang bestrahlte Alkohollésung wurde zur Trockne ge- 
dampft und der Riickstand zuerst mit Ather, dann mit Alkohol digeriert, 
wodureh er in einen alkoholléslichen und einen alkoholunléslichen Teil 
zerlegt wurde. Der alkohollésliche Teil wurde nach Abdampfen des Alkohols 


unter Zusatz von Xylol mit Alkohol digeriert. Der hierbei krystallinisch f 


abgeschiedene Anteil wurde aus Alkohol-Wasser mehrmals umkrystallisiert. 
Langgestreckte Prismen vom Schmelzp. 170—171°. Ausbeute 0,75 g. Die 
Siure zeigte bei der Mischprobe mit reiner Apocholsiure keine Schmelz- 
punktsdepression. 

Der alkoholunlésliche Riickstand wurde abermals mit Alkohol digeriert. 
Ausbeute 0,8 g. Sein Schmelzpunkt stieg dabei von 1883—185° auf 225° und 
erreichte schlieBlich nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol-W asset 
235—240° Ausbeute 0,25 g. Die Siure wurde mit Diazomethan verestert. 
Der Ester wurde mehrmals aus Methanol-Wasser umkrystallisiert. Pris- 
matische Nadeln vom Schmelzp. 90—92°. Bei der Mischprobe mit reinem 
Dioxycholensiure-methylester zeigten sie keine Schmelzpunktsdepressicu. 


5,100 mg Subst.: 18,879 mg CO,, 4,539 mg H,0. 
CHO, Ber. C 74,20 H 9,97 Gef. C 74,22 H 9,96. 
Der Methylester wurde in iiblicher Weise verseift. Die so erhaltene 
freie Saure krystallisierte aus Alkohol-Wasser in Tafeln. Diese zeigtel 
mit der reinen Dioxycholensiiure keine Schmelzpunktsdepression. 
Spez. Drehung: 0,045 g Subst.: 10 ccm abs. Alkohol, 2 dm. 
a =+53°; [w]}2° = + 58,88° 
5,023 mg Subst.: 13,500 mg CO,, 4,210 mg H,0. 
C,,4H3,0, Ber. C 173,79 H 9,82 Gef. C 73,30 H 9,38. 
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Apocholsiture wurden in der berechneten Menge n/10-Natronlauge gelést, 
mit Wasser auf 300 cem gefiillt, und mit alkalischer Himinlésung (0,15 g 
in einer méglichst kleinen Menge n/10-NaOH) versetzt. 

Die tiefschwarze Lésung wurde bei Zimmertemperatur (19—21°) unter 
tiglich 1maligem Schiitteln 28 Tage lang stehen gelassen. Das Gemisch 
wurde mit verdiinnter Salzsiure ausgefallt, die Fillung mit Wasser gut ge- 
waschen und vollig getrocknet. Die getrocknete Masse wurde mit Chloro- 
form erschépfend extrahiert, wobei sich eine Menge von Krystallen aus der 
tiefschwarzen Chloroformlésung abschied. 

Diese Chloroformlésung wurde abgedampft und der Riickstand in 
Alkohol mit Tierkohle entfirbt und filtriert. Aus dem Filtrat schied sich 
durch Zusatz von Wasser eine Siure krystallinisch ab. Schmelzp. 170—171°. 
Sie zeigte mit reiner Apocholsiure keine Schmelzpunktsdepression. Aus- 
beute 1,4 g. Der mit Chloroform extrahierte Riickstand wurde in 2°/,iger 
Ammoniaklésung gelést und wieder mit verdiinnter Salzsiure gefillt. Die 
Fillung betrug nach dem Trocknen 0,6 g. Diese wurde in 5°/,iger Soda- 
ijsung gelést und unter Ansiuern mit verdiinnter Salzsiiure mit Essigester 
geschiittelt, wobei der Farbstoff hauptsichlich in Essigester iiberging, die 
Gallensiiure aber sich in der wiBrigen Schicht abschied. Der filtrierte 
Niederschlag wurde nach dem Trocknen zuerst mit der 1,5fachen Menge 
Ather, dann mit der doppelten Menge Alkohol digeriert, wobei aus dem 
alkoholléslichen 'Teil wieder ein wenig Apocholsiure erhalten wurde. Der 
in Alkohol schwer lésliche Riickstand wurde in Alkohol gelést und mit Tier- 
kohle entfiirbt. Der nach dem Abdampfen erhaltene Riickstand wurde aus 
Alkohol umkrystallisiert. Tafeln oder Prismen vom Schmelzp. 250—253°. 
Die Siure wurde mit Diazomethan verestert. Der aus Methanol umkrystalli- 
sierte Ester schmolz bei 92—96°. Ausbeute 0,3 g. Keine Schmelzpunkts- 
depression mit reinem Dioxycholensiure-methylester. 


4,012, 5,001 mg Subst.: 10,927, 18,641 mg CO,, 3,557, 4,410 mg H,0. 
C,,H,,.0, Ber. C 174,20 H 9,97 
Gef. ,, 74,28, 74,40 5 9,92, 9,98. 
Die durch Hydrolyse des Esters erhaltene und aus Alkohol mehrmals 


umkrystallisierte freie Sdiure schmolz bei 256—258°. Prismen oder Tafeln. 
Sie zeigte mit reiner Dioxycholensiure keine Schmelzpunktsdepression. 


Spez. Drehung: 0,028 g Subst.: 10 cem abs. Alkohol, 2 dm. 
a =+ 0,349; [a]?? = + 60,71°. 
5,006, 5,010 mg Subst.: 13,527, 18,586 mg CO,, 4,406, 4,432 mg H,0O. 
C,,H,.O, Ber. C 73,79 H 9,82 
Gef. ,, 73,70, 73,69 », 9,85, 9,90 . 


II. Dioxycholensaure 


2g Dioxycholensiure-methylester vom Schmelzp. 93—95° wurden in 
Chloroform im Quarzrohr in genau der gleichen Weise wie bei Apochol- 
sdure-methylester mit ultraviolettem Licht 15 Stunden lang bestrahlt. 
. Aus dem Bestrahlungsprodukte wurden 1,3 g unverinderte Dioxy- 
cholensiiure wieder gewonnen. Aus dem von der Dioxycholensiure ge- 
‘rennten alkoholischen Filtrat wurde unter Zusatz von Xylol Apocholsiure 
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3. Bestrahlung mit Sonnenlicht bei Gegenwart von Hamin. 3 ¢ 
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krystallinisch erhalten. Die aus Alkohol mehrmals umkrystallisierte S:jyy. 
schmolz bei 172—174° uad zeigte mit reiner Apocholsiiure keine Sehmely. 


punktsdepression. Ausbeute 0,14 g. 

Spez. Drehung: 0,0641 g Subst.: 10 ccm abs. Alkohol, 2 dm. 

a = + 0,585°; [a]?° = + 45,63°. 
4,815, 4,121 mg Subst.: 12,994, 11,124 mg CO,, 3,687, 3,572 mg H,0, 
C,,H,,0, Ber. C 173,79 H 9,82 
Gef. ,, 73,60, 73,62 »» 9,72, 9,70. 

Die erhaltene Siure wurde mit Diazomethan verestert; der aus Methano| 

mehrmals umkrystallisierte Ester schmolz bei 86—87°. 


3,811, 3,612 mg Subst.: 10,382, 9,842 mg CO,, 3,320, 3,163 mg Ii,0), 


C,;H,,.O, Ber. C 74,20 H 9,97 
Gef. ,, 74,30, 74,32 » 9,75, 9,80. 


III. Isodioxycholensaure 


1. Verbesserte Darstellung der Isodioxycholensdure. 1,6 ¢ ge- 
schmolzenes Zinkchlorid und 10g Cholsiure wurden in 30 cem Lisessig 
gelést und die Lésung unter RiickfluB auf dem Sandbad 1'/, Stunden leb- 
haft zum Sieden gebracht, wobei die Lésung um die Hiilfte abgedampit 
wurde. Das griin gefiirbte Reaktionsgemisch wurde 1 Nacht stehen gelassen 
und in Eiswasser gegossen. Dabei schied sich ein gelblicher Niederschlag 
ab. Die Lésung wurde mit 5°/,iger Natronlauge neutralisiert und filtriert. 
Der Niederschlag wurde mit 5°/,iger Kalilauge 1 Stunde lang auf dem 
Wasserbad erwirmt und nach dem Erkalten mit verdiinnter Salzsiiure aus- 
gefillt. Die getrocknete Fillung wurde mit der 1'/,fachen Menge Ather 
digeriert, die Atherlésung im Eisschrank stehen gelassen und die dabei ab- 
geschiedenen Krystalle aus Essigiither mehrmals umkrystallisiert. Nadel 
formige Krystalle vom Schmelzp. 197—198°. Ausbeute 0,8 g. Die Siure 
zeigte mit reiner Isodioxycholensiiure keine Schmelzpunktsdepression. 


2. Bestrahlung mit ultraviolettem Licht. 1,8 g Isodioxycholen- 
siure wurden mit Diazomethan verestert. Der Ester wurde unter dev 
gleichen Bedingungen wie bei Dioxycholensiiure in Chloroform 15 Stunden 
Jang bestrahlt und behandelt. 

Die nach der Hydrolyse des Reaktionsproduktes erhaltene Masse wurde 
mit der 1/,fachen Menge Ather digeriert. Aus dem 4therldslichen Teil 
wurde weder Apocholsiiure noch Dioxycholensiiure gewonnen, aus dem 
Riickstand jedoch nach Digerieren mit Alkohol Krystalle, die aus Methanol- 
Essigiither mehrmals umkrystallisiert wurden. Schmelzp. 197—198°. Mit 
Isodioxycholensiiure keine Schmelzpunktsdepression. Ausbeute 1,3 ¢. 


Spez. Drehung: 0,0601 g Subst.: 10 cem abs. Alkohol, 2 dm. 
a=+0,07°; [a]?° = + 5,82°. 
4,112, 4,218 mg Subst.: 11,098, 11,354 mg CO,, 3,531, 3,579 mg H,0. 


C,,H,,0, Ber. C 73,79 H 9,82 
Gef. ,, 73,61, 73,50  ,, 9,61, 9,74. 
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Vergleich von Cinchol (Sterin der Chinarinde) 
mit Sitosterin und Stigmasterin 


12. Mitteilung iiber Sexualhormone und verwandte Stoffe [Sterine]') 


Von 


Wilhelm Dirscherl 


a4us dem Institut fiir vegetative Physiologie der Universitit Frankfurt a. M.) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 16. Dezember 1938) 


DaB Cinchol méglicherweise mit Sitosterin und 22,23-Dihydro- 


| stigmasterin identisch sein kann, geht aus meinen friiheren Ar- 
| beiten hervor. Ich habe es aber bisher absichtlich vermieden, 
iiber den Vergleich der Eigenschaften dieser Sterine bzw. ihrer 
| Derivate miteinander etwas mitzuteilen, da in der Sitosterin- 


chemie keine klaren Verhiltnisse vorliegen. Ich halte es fir 


| richtiger, den Konstitutionsbeweis durch Abbauversuche zu fiihren. 


Da aber von anderer Seite’) die Identitiit des Dihydro-cinchols 
baw. seines Epimeren mit Dihydro-sitosterin und Tetrahydro- 
stigmasterin bzw. ihren Epimeren als sicher angesehen wird und 
Interesse an diesen Zusammenhiingen besteht®*), will ich im folgen- 
den auf das Verhiltnis der 3 Sterine zueinander kurz eingehen, 
um die Sachlage zu kliren. 


Cinchol*), das Sterin der Chinarinde 


Das Cinchol wurde von Liebermann) und Hesse®) dar- 
gestellt, seine richtige Zusammensetzung C,,H,,O und damit seine 
/ugehorigkeit zur Sitosteringruppe von Windaus und Deppe’) 
ermittelt. Ich habe mich in mehreren Arbeiten mit der Kon- 


') 11. Mitteilung: W. Dirscherl u. J. Kraus, Diese Z. 253, 64 (1938). 
‘) L. Ruzicka, M. Oberlin, H. Wirz u. J. Meyer, Helvet. chim. Acta 


| 20, 1284 (1937), FuBnote 2 und 4. 


) Privatmitteilungen von Fachkollegen. 
__ ‘) Infolge der Endung -ol ist die Nomenklatur der Cincholderivate 
einfacher als bei den anderen Sterinen, aber auch abweichend. 
*) Ber. chem. Ges. 17, 871 (1884); 18, 1805 (1885). 
") Liebigs Ann. 228, 294 (1885). 
’) Ber, chem. Ges. 66, 1689 (1933). 
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stitutionsermittlung des Cinchols beschiaftigt. Es enthalt ein | 


hydrierbare Doppelbindung, die durch Titration mittels Benzoper. 
siure nachgewiesen werden kann und ist mit Digitonin fillbar®, 
Bei der Oxydation des Acetyl-dihydro-cinchols mit Chromsiiur 
entsteht 3-Oxy-atio-allo-cholanon-(17) oder Iso-androsteron (J)! 
durch vollstindige, 8-3-Oxy-nor-allo-cholansiure (II)*) durch un. 
volistandige Absprengung der Seitenkette. Aus Acetyl-epi-dihydro. 
cinchol wurden die entsprechenden epi-Verbindungen erhalten! 
Die Doppelbindung des Cinchols liegt von 5 nach 61). Aus diesen 
Tatsachen ergibt sich die Formel des Cinchols (IID), in der ledig. 
lich der Rest C,H,, der Seitenkette noch aufzukliren ist. Vo 
diesem Rest laBt sich bisher nur sagen, daB er verzweigt ist. 
bg 


CH, , 
<< 1H,-COOH 


CH,| “" mt | rs | CH, 
a a a i ia ile 


$ | 
HO” ee HO “4 


CH, 
ZN] we CH CH — CH —9 


cH, | | cH, _— 
a Pg? CoHis 


HO“ \~ ww Il 


Nach Windaus und Deppe’) ist das Rhamnol identisch mit dem 
Cinchol. Das gilt wahrscheinlich auch fiir Cupreol und Quebrachol. Alle 
diese Stoffe kommen in Baumrinden vor. 


Stigmasterin 
Das Stigmasterin ([V) ist in seiner Konstitution = aut- 


8 
-CH—CH=CH—C— CH 
ag NO | CH, 
CH, | | | OH, CH, 


a™| * 4 al | 
CH, 
HO” wre IV 


, W. Dirscherl, Diese Z. 235, 1 (1935). 

*) W. Dirscherl, Diese Z. 237, 268 (1935). 

*) W. Direcherl, Diese Z. 237, 52 (1935). 

1) Literatur vgl. Lettré u. Inhoffen, Uber Sterine, Gallensiuren 
und verwandte Naturstoffe, Verlag F. Enke, Stuttgart 1936, S. 112. 
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Die Sitosterine 
Sie zeigen die Zusammensetzung C,,H,,O0!*). R.J. Anderson 


| und Mitarbeitern gelang die Trennung des ,,Sitosterins“ aus Maisél }%) 
| und Weizenkeim6l**) in verschiedene Isomere bzw. isomere Frak- 
‘tionen. Das schwerst losliche, rein erhaltene Isomere wurde 


y-Sitosterin, die leichter léslichen Anteile wurden @- und #-Sitosterin 
genannt. @-Sitosterin enthalt nach Anderson und Shriner”) 


‘viel 8-Sitosterin und kaum y-Sitosterin, #-Sitosterin dagegen kein 
fa, aber etwas 7-Sitosterin. K. Bonstedt'*) erhielt aus Soja- 
| bohnenél ein 7-Sitosterin von etwas abweichenden Eigenschaften 


vgl. Tab. 1). Neuerdings ist es K.S. Wallis und K. Fernholz*) 


'gelungen zu zeigen, daB die leichtest lésliche Sitosterinfraktion, 
das sogen. @-Sitosterin (aus Weizenkeimél) neben viel #-Sito- 


sterin!®) ,,@,-Sitosterin“, ein Isomeres des Stigmasterins, und 
,@,-Sitosterin“®, ein Homologes des Stigmasterins, enthalt. Der 


| Befund von Anderson!) daB Dihydro-e«-sitosterin und Dihydro- 


j-sitosterin einander (und auch dem natiirlichen Dihydro-sito- 


'sterin) sehr ahnlich sind, erklirt sich durch den hohen Gehalt 
der @-Fraktion an #-Sitosterin. Dihydro-y-sitosterin dagegen ist 
' yom natiirlichen Dihydro-sitosterin verschieden !), 


Aus dem Vorstehenden ergibt sich, daB die Existenz des 
§- und y-Sitosterins sichergestellt, wenn auch vielleicht ihre Rein- 
heit nicht gewihrleistet ist. Ein q@-Sitosterin gibt es nicht mehr. 
L. Ruzicka und EK. EKichenberger'’) haben Sitosterin aus 
Weizenkeimlingen, das wahrscheinlich viel y-Sitosterin enthielt}*), 


in Acetyl-dihydro-sitosterin tibergefiihrt und aus diesem durch 
 Oxydation und folgende Verseifung 3-Oxy-iitio-allo-cholanon-(17) 
| (vgl. Formel I) dargestellt. Ferner hat R. V. Oppenauer”) durch 
| Oxydation von Acetyl-5,6-dichlor-sitosterin, das aus y-Sitosterin 
aus Sojabohnen bereitet war, und nachfolgende Entchlorung 


4°*.3-Oxy-itio-cholenon-(17) oder Dehydro-androsteron erhalten. 
") Sandqvist u. Bengtsson, Ber. chem. Ges. 64, 2167 (1931); 
A.Windaus, F.v.Werder u. B.Gschaider, Ber. chem. Ges. 63, 1006 (19382). 
's) R. J. Anderson u. R. L. Shriner, J. Amer. Chem. Soc. 48, 2976 
(1926), 


“) R. J. Anderson, R. L. Shriner u. G.O. Burr, J. Amer. Chem. 


| Soe. 48, 2987 (1926). 


') J. of Biol. Chem. 71, 401 (1926/27). 16) Diese Z. 176, 269 (1928). 
') J. Amer. Chem. Soc. 58, 2446 (1936). 

'*) Helvet. chim. Acta 18, 430 (1935). 

*) B. E. Bengtsson, Diese Z. 287, 46 (1935). 

*) Nature 135, 1039 (1935). 
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Tabelle 1 


Schmelzpunkte und spezifische Drehungen der verglichenen Sterine 
und ihrer Derivate 


(Die unkorrigierten Schmelzpunkte sind mit (u) bezeichnet. 
Die Drehungswerte gelten alle fiir Chloroformlésungen] 








y-Sitosterin 

aus Weizen- 
keimé6l '°), 
Sojaél '°) 




















B- Sitosterin aus 
, Weizenkeimd6l *) 
Cinchol Tallol 27), 
Sojaél??) 
140/1°) 140 35,1 *°) 
136/7(u) — 33,57) | 1392" meal 
Acetyl- 132 — 385) 127/8 —389***) 
123 (u) — 38,3") 
Dihydro-*) . 145/6 +22') |139/40 + 24,2") 
142/3 (u) 140 (u) + 25,519) 
Acetyl-dihydro-. ]185/6 +165**)|137/8 + 13,61) 
133 /4 (u) 
Dihydrocinchon | 163 +421) |158(u) + 40,8 1% 
bzw. Sitostanon, | 159 (u) 161 (u)??--) — 
Stigmastanon 
epi-Dihydro- . 206 + 261%) |203(u) + 26%) 
201 (u) 
Acetyl-epi-di- | 90 + 29,41] 88(u) + 282?) 
hydro- 88 (u) 
epi- Dihydro- |141/2 +30') [137()”) — 
(Koproreihe) 
Cinchon bzw. | 92/4 + 78,71) | 89 (u)?*+)— 
Sitostenon 90/2 (u) 
Sitostan 85 (u) + 26,51%) 
Stigmastan 





*) Die Bezeichnung ,,Dihydro“ in der 1. senkrechten Spalte bezieht | 





147/8 — 42,5") 


142 — 44,8") 
1438/4 — 451) 
143 — 46,8") 


144/5 + 17,9") 
143/4 + 20,8 '%) 


144/5 + 10,1") 
144/5 + 12,41) 


163 + 38,07°) 





stigmasteriy 


86 (u) + 254 


sich auf die Kerndoppelbindung des Cinchols, Sitosterins und Stigmasterins 
Das auch in der Seitenkette hydrierte Stigmasterin (Stigmastanol) ist hier 
als Dihydro-22,23-dihydro-stigmasterin bezeichnet. 


+) Der Schmelzpunkt dieses Sitostanons von Dr. Dalmer ist in der 
Arbeit von Dalmer”’) nicht angegeben. Der eingesetzte Wert wurde vol 
mir bestimmt. 
**) In einer friiheren Arbeit’) habe ich die Drehung zu 17,8 angegebed. 
Sie wurde mehbrmals nachgepriift und zu + 16° gefunden. 


ty) In der Veréffentlichung von Marker ist der Schmelzpunkt zu *- 


angegeben. 


Q) 


Nach brieflicher Mitteilung von Herrn Marker konnte der 


Schmelzpunkt auf 89° erhGht werden. 
-—) 6. 131 ™. 
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Aus diesen Versuchen geht hervor, daB das y-Sitosterin das 
gleiche Ringsystem und dieselbe Stellung der Substituenten an 
diesem besitzt, wie das Cholesterin. Dasselbe gilt fiir das f-Sito- 
sterin aus Soja”), welches O. Dalmer, F.v. Werder, H. Honig- 
mann und K. Heyns??) fiir ihre Versuche beniitzten. Sie konnten 


' aus dem Acetyl-epi-dihydro-sitosterin durch Oxydation Androsteron 
' erhalten. Eine weitergehende Aussage konnten die erwihnten 
' Forscher insofern machen, als es ihnen gelang, als Oxydations- 


produkt noch die $-Oxy-nor-allo- cholansiure (an C, Epimeres der 
Formell II) zu fassen, die auch aus Acetyl-epi-tetrahydro-stigma- 
sterin erhalten werden kann. Durch dieses Ergebnis bewiesen 
Dalmer und Mitarbeiter, da8 dem verwendeten #-Sitosterin die 
Formel III zukommt. Uber die Beschaffenheit des Restes C,H,» 
der Seitenkette ist damit noch nichts ausgesagt. 

Versuche, die Seitenkette der Sitosterine durch Oxydation 


#® abzusprengen und als Keton zu fassen, wie dies bekanntlich bei 

| anderen Sterinen gegliickt ist, waren ohne rechten Erfolg. So er- 
i@™ bielt Bengtsson’) bei der Oxydation von Sitosterin aus Scopolia- 
' wurzel und Tallél so wenig Keton, daB die Einheitlichkeit des 
| daraus bereiteten Semicarbazons nicht erwiesen und zwischen der 
 Formel C,,H,,0 und der wahrscheinlicheren, aus der Summen- 


formel des Sitosterins zu erwartenden Formel (,,H,,O nicht ent- 
schieden werden konnte. 

So ist es verstiindlich, daB man die Liicken der Konstitutions- 
aufklarung der Sitosterine durch Vergleich mit entsprechenden 
Derivaten des in seinem Bau bekannten Stigmasterins zu schlieBen 
versucht. Nach ihrer Zusammensetzung kénnten die Sitosterine mit 
dem in der Seitenkette (an C,, ,,) hydrierten Stigmasterin iden- 


tisch sein, Fiir das y-Sitosterin ist das sicher nicht der Fall, da 


das y-Sitostan mit Stigmastan nach Bonstedt*4) eine betriichtliche 
Mischschmelzpunktserniedrigung zeigt. Das y-Sitosterin muB also 
vom 22, 23-Dihydro-stigmasterin verschieden sein, und zwar, wie 
aus den oben mitgeteilten Befunden hervorgeht, in der Seitenkette. 
Ob diese Verschiedenheit sich auf die Konstitution oder nur auf 
die riumliche Anordnung bezieht, ist vorliufig nicht entscheidbar. 

———— hat Derivate des Tallél-sitosterins, welches 
nach | Sandqvist und Hék?°) frei von y-Sitosterin ist, mit den 


) Die Angabe iiber die oni des Sterins verdanke ich Herrn 
Dr. Dalmer. 22) Ber. chem. Ges. 68, 1814 (1935). 
**) Diese Z. 215, 179 (1933). *4) Diese Z. 205, 137 (1932). 
’) Svensk. kem. Tidskrift 42, 106 (1930). 
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entsprechenden Derivaten des Stigmasterins verglichen und fest. 
gestellt, daB die Mischschmelzproben keine Schmelzpunktserniedyj. 
gung ergaben [vgl. Tabelle, Derivate mit FuBnote ')]. So zeigte 
auch das #-Sitostan, im Gegensatz zum oben erwahnten y-Sitostan, 
keine Depression mit Stigmastan. Da mit der Zahl der iiberein. 
stimmenden Derivate die Identitiit der untersuchten Stoffe wah. 
scheinlicher wird, halt Bengtsson Dihydro-f-sitosterin und Tetra. 
hydrostigmasterin fiir identisch. Auch nach 8, Bernstein uni 
E. 8. Wallis?) sind f-Sitosterin und 22, 23-Dihydro-stigmasterin, 
das durch Hydrierung von Stigmasterin in der Seitenkette er. 
halten wurde, gleich. Ferner halten R. EK. Marker und E.L. Wittle* 
8-Sitosterin aus Tall6é] fiir identisch mit 22, 23-Dihydro-stigma- 
sterin, da entsprechende Derivate der Koproreihe keine Misch- 
schmelzpunktserniedrigung geben. 


Cinchol und /-Sitosterin bzw. Stigmasterin 

Fiir das Cinchol und das #-Sitosterin aus Soja ist die 
Forme! (III) durch Abbauversuche bis auf den Seitenkettenrest 
C,H,, aufgeklart. . Beide Sterine kénnen miteinander identisch sein 
oder sich allenfalls in diesem Rest voneinander unterscheiden. 
Fiir einen Vergleich mit dem Cinchol erscheint das genannte 
f-Sitosterin am besten von allen untersuchten Sitosterinen ge- 
eignet, weil es am weitesten einwandfrei aufgeklirt ist. Aus der 
Tab. 1 geht hervor, daB Dihydro-cinchon mit #-Sitostanon und 
Stigmastanon, epi-Dihydro-cinchol mit epi-Dihydro-f-sitosterin und 
epi-Tetrahydro-stigmasterin, ferner Acetyl-epi-dihydro-cinchol mit 
Acetyl-epi-dihydro-f-sitosterin und Acetyl-epi-tetrahydro-stigma- 
sterin in Schmelzpunkt und spezifischer Drehung weitgehend iiber- 
einstimmen”*), Ich habe die Mischschmelzproben?’) der 3 Ketone 
und des epi-Dihydro-cinchols mit epi-Dihydro-f-sitosterin schon 
vor Jahren gemacht und sie jetzt nochmal mit verschiedenen 
Mischungsverhiltnissen (ungefiihr 1:2, 1:1, 2:1) wiederholt und in 
keinem Fall eine Schmelzpunktserniedrigung beobachtet (vgl. T'ab.2\, 
Das la8t die Méglichkeit der Identitit zu, ohne sie streng zu he- 
weisen. Da die sonst in der organischen Chemie so beweiskriitige 





26) J. of org. Chem. 2, 341 (1937); Ber. Physiol. 108, 374 (1938). 

27) J. Amer. Chem. Soc. 59, 2704 (1937). 

28) Auf die Ubereinstimmung meiner Cincholderivate mit den Sterix- 
derivaten von Herrn Dalmer hat Ruzicka’) bereits hingewiesen. | 

**) Die entsprechenden Sitosterin- und Stigmasterin-Priiparate hat mt 
Herr Dr. Dalmer 1935 iiberlassen, wofiir ich auch hier nochmals meine? 
Dank ausspreche. 
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Mischschmelzprobe in der Sterinchemie einen eingeschriinkten 
Wert besitzt, ist bekannt. So sicher eine Schmelzpunktserniedri- 
sung fiir die Verschiedenheit der Bestandteile eines Gemisches 
spricht, so vorsichtig ist das Fehlen einer Depression zu bewerten. 
In dieser Hinsicht sei an die Feststellung von Bonstedt*4) er- 
innert, daB ein Gemisch von Dihydro-cholesterin mit allo-«-Ergo- 
stanol keine, mit y-Sitostanol jedoch eine Erniedrigung des 
Schmelzpunktes zeigt. Alle 3 Stoffe sind voneinander verschieden. 


Tabelle 2 


Schmelzpunkte der Substanzen und ihrer Gemische 
(Die Schmelzpunkte sind simtlich unkorrigiert) 


Mischung beider Substanzen im Verhiiltnis 





Reines Dihydro- Reines Sitostanon 











cinchon 24:42 36 : 38 44:28 
157/8 158/9 158/9 158/9 160/1 
Reines Dihydro- | ee & Se 
cinchon 21:44 | 35:35 | 41:27 | Reines Stigmastanon 
157/8 157/8 157/8 157/8 157/8 
Reines Sitostanon 20:51 30: 38 45:21 | Reines Stigmastanon 
160/1 159/60 | 159/60 | 159/60 157/8 
Reines epi-Dihydro- Reines epi-Dihydro- 
cinchol 20:42 32:42 48: 24 sitosterin 
202/38 202/3 | 203/4 | 202/3 203/4 











Auch die Schmelzpunkte des epi-Dihydro-cinchols der Kopro- 
reihe und des entsprechenden Derivates des f-Sitosterins bzw. des 
Cinchons und des #-Sitostenons [die Sitosterindaten entstammen 
der Arbeit von Marker?’)] sind einander sehr ahnlich. Ein Ver- 
gleich der Drehungswerte ist leider nicht méglich, da diese Daten 
bei den erwihnten Sitosterinderivaten fehlen. Auch die Daten des 
Cinchols selbst und seines Acetylderivates stimmen am besten mit 
denen des f#-Sitosterins und seines Acetats iiberein, ebenso die 
Kigenschaften der anderen Cincholderivate mit denjenigen des 
8-Sitosterins bzw. Stigmasterins (vgl. Tab. 1). 

Zusammenfassend laBt sich sagen, da’ Cinchol wahrschein- 
lich mit £-Sitosterin und 22, 23-Dihydro-stigmasterin identisch ist. 
Aber die Méglichkeit, daB Cinchol im Seitenkettenrest C,H,, von 
+2,23-Dihydro-stigmasterin verschieden ist, liBt sich noch nicht 
mit Sicherheit ausschlieBen. 
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Verainderungen des Ferkelblutes 
unter dem KinfluS eines Futters 
von verschiedener mineralstofflicher Zusammensetzung ’) 


Von 
J. Marek, 0. Wellmann und L. Urbanyi 
Mit 1 Figur im Text 


(Aus dem Zootechnischen und Medizinischen Institut der Palatinus-Josef-Universitit 
zu Budapest) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Dezember 1938) 


In friiheren eigenen Arbeiten wurde bereits darauf_hin- 
gewiesen, daB es zwischen dem Mineralstoffgehalt der Nahrung 
und der Zusammensetzung des Blutserums einen weitgehenden 
Zusammenhang gibt. Dieser Umstand kann gewissermaBen voraus- 
sehen lassen, in welcher Weise und auf welchem Wege ein minerial- 
stofflich unzweckmaBig zusammengesetztes Futter seinen schiidigen- 
den Einflu8 im tierischen Organismus ausiibt. Im Laufe unserer 
Untersuchungen hat sich nimlich gezeigt, daB ein die lebens- 
wichtigen Mineralstoffe in unzureichender Menge oder in einem 
unzweckmaBigen Mengenverhiiltnis enthaltendes Futter bei fort- 
gesetzter Darreichung eine Mineralstoffwechselstérung herbeifiilrt, 
dabei die Widerstandsfihigkeit des Kérpers gewissen Erkrankungen 
gegentiber vermindert und recht hiufig auch schwere Knochen- 
veranderungen zustande kommen liiBt. Hand in Hand hiermit yer- 
findert sich auch die Blutzusammensetzung mehr oder weniger, 
je nach der Leistungsfaihigkeit der an der Regelung des Stof- 
wechsels beteiligten chemischen Stoffe und physiologischen Vor- 
richtungen in der Abwehr der nachteiligen Auswirkung der Nah- 
rung. Nach eigenen Beobachtungen gestaltet sich die Leistungs- 
fahigkeit dieser Schutzvorrichtungen je nach Gattung, Rasse und 
Lebensalter verschieden, sie ist aber keineswegs unbegrenzt und 
kann namentlich bei fortgesetzter Ernihrung mit mineralstofflich 
unzweckmibig zusammengesetztem Futter leicht erschépft werden. 


*) Die Untersuchuugen wurden mit Mitteln des K6nigl.-ungarisclen 
Ministeriums fiir Landwirtschaft ausgefiibrt. 
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Von weittragender Bedeutung ist hiermit im Zusammenhang die 
Feststellung, daB die allmahliche Erschépfung der Schutzvorrich- 
tungen des Kérpers mit einer in bestimmter Richtung erfolgenden 
Veriinderung der Blutzusammensetzung einhergeht, die es ermiég- 
licht, daB man aus der jeweiligen Blutzusammensetzung iiber den 
Zustand der Schutzvorrichtungen des Kérpers eine gewisse Aus- 
kunit erlangt. 

Ks steht auBer Zweifel, daB die Ergebnisse solcher Unter- 

suchungen, die die Bestimmung der absoluten Mengenverhiiltnisse 
der einzelnen Mineralstoffe im Blute zum Zwecke haben, in sich 
kein getreues Bild hinsichtlich der diagnostischen Bedeutung der 
Blutuntersuchung zu liefern vermégen. Die von der jeweiligen 
Fiitterung abhingigen Veriinderungen der Blutzusammensetzung 
stellen niimlich nicht einfach Konzentrationsverschiebungen dar, 
es unterscheiden sich vielmehr, wie bekannt, die Kigenschaften 
der ionisierten und nicht ionisierten Anteile des im Blute vor- 
handenen Ca, Mg, P usw. nicht nur in physikalisch-chemischer 
Beziehung wesentlich, sondern ebenso auch in ihrer biologischen 
Auswirkung. Es ist weiterhin bekannt, dab die mengenmiibigen 
Verhiltnisse dieser in ihren Eigenschaften verschiedenen Anteile 
der anorganischen Blutbestandteile durch einen streng festgesetzten 
Gleichgewichtszustand bestimmt werden. Dementsprechend sollen 
in Zusammenhange mit der Blutuntersuchung auch die diesen 
Gleichgewichtszustand irgendwie beeinflussenden Faktoren beriick- 
sichtigt und ermittelt werden. Im Zusammenhange hiermit von 
besonderer Bedeutung ist neben der quantitativen Bestimmung 
der anorganischen Blutbestandteile eine genaue Feststellung der 
Blutreaktion, da man durch die Wasserstoffionenkonzentration 
lein tiber den Reaktionszustand des Blutes nicht hinreichend 
unterrichtet wird. Es indert sich nimlich die Wasserstoffionen- 
konzentration im Blute unter dem EinfluB einer alkalotisch bzw. 
azidotisch wirkenden Ernihrung nicht wesentlich, wogegen die 
Alkalivorriite sowie das Verhalten des Blutes Laugen bzw. Siuren 
gegentiber eine recht auffillige Abinderung erleiden. 

Um eine niihere Kinsicht in die Natur und Bedeutung der 
unter dem KinfluB von Futtermitteln mit verschiedener mineral- 
stoillicher Zusammensetzung eintretenden Anderungen im Ferkel- 
blut erlangen zu kénnen, sind zum erstenmal von uns planmifige 
Untersuchungen vorgenommen worden, die unter anderem die 
Erforschung des anorganischen Stoffgehaltes und der chemischen 
Reaktion des Blutes bezwecken. 
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In der ersten Reihe unserer Versuche wurde eine vertiefte 
Erforschung der unter dem Einflu{ einer mineralstofflich yer. 
schieden zusammengesetzten Nahrung eintretenden quantitativey 
Verinderungen in der Zusammensetzung des Ferkelblutes bzy. 
Blutserums vorgenommen. 8 Yorkshire-Ferkel, Geschwister aus 
demselben Wurfe, erhielten im Alter von 8 Wochen ab _ in 
4 Gruppen mit je 2 Tieren das gleiche Grundfutter aus 400 ¢ 
Maisschrot, 200 g Gerstenschrot, 80 g Weizenkleie, 40 g Fleisch. 
mehl und 1,23 g Kochsalz fiir 10 kg Lebendgewicht. Das 
Grundfutter wurde je nach den Gruppen mit Mineralstoffen in 
verschiedener Menge und in verschiedenem Mengenverhiltnis er- 
ginzt, und zwar bei Gruppe I (Versuchstier LXV und LXVI) mit 
9,57 g Kalkcarbonat, bei Gruppe IT (LX VII, LXVIIT) mit 15,74 ¢ 
CaHPO, und 2,85 g NaH,PO,, bei Gruppe III (LXTX, LXX) mit 
18,96 g Kalkcarbonat, bei Gruppe IV (LXXI, LXXII) mit 8,29 ¢ 
Magnesiumcarbonat. Die durch eine chemische Analyse ge- 
wonnenen Angaben iiber die Zusammensetzung der verfiitterten 
Stoffe finden sich in Tab. 1 zusammengestellt. 





























Tabelle 1 

Trockenmasse CaO Mg P.O. 

°/ 0 °/ 00 °/ 00 loo 

a 86,59 0,34 1,81 5,70 
Ra. ai og ck 85,34 0,95 2,10 8,51 
Weizenkleie .. . 86,41 1,87 7,04 23,32 
Fleischmehl .. . 88,28 3,83 0,81 10,96 
™ eee 100,00 sis “i a 
CaCO,...... 99,75 546,39 _ - 
(| 96,71 332,31 — 427,35 
Meme «st es 719,62 al nae 473,95 
MgCO, .... .- 97,60 _ 452,76 ee 


‘lab. 2 veranschaulicht die hundertsatzmaiBige Zusammen- 
setzung des Futtergemisches sowie das gegenseitige Mengen- 
verhiltnis der darin enthaltenen Mineralstoffe. 



































Tabelle 2 
ltianeie Trockenmasse | CaO MgO PD. EA in CalP 
— lo "lo "lo “lo mg Aquiv. | 
I 86,010 1,546 | 0,293 | 1,141 + 24,98 9,22 
Il 86,060 1,510 0,286 3,241 — 79,99 0,76 
ll 86,350 2.958 | 0.286 | 1,114 | + 80,00 | 4.20 
1V 85,914 0,137 1,310 1,146 + 25,00 0,20 
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Uber die fir 10 kg Lebendgewicht berechnete Mineralstoff- 
aufnahme wird man durch die Zusammenstellung in Tab. 3 


unterrichtet. 
Tabelle 3 





> 
Gruppe CaO MgO PO, 
g g s 
I 5,74 1,09 4,23 
Il 5,74 1,09 12,31 
lll 10,87 1,09 4,23 
IV 0,51 4,84 4,23 











Nach diesen Zusammenstellungen nahmen die Ferkel der 
Gruppe I Kalk, Magnesium und Phosphor in ausreichender Menge 
mit dem auch im gegenseitigen Mengenverhiltnis dieser Stofte 


gweckmiBig zusammengesetzten Futter. Bei Gruppe II iibertrat 


die zugefiihrte Phosphormenge, bei sonst gleicher Kalk- und 
Magnesiumaufnahme, fast um das 3fache die in Gruppe I ver- 
fiitterte; auch war dabei die Nahrung mit stark negativer Erd- 
alkali-Alkalinitat (EA) sowie mit einem niedrigen Ca/P-Verhiltnis 
ausgestattet, daher azidotisch wirkend. Die mit stark positiver EA 
und mit hohem Ca/P-Verhiltnis ausgestattete, alkalotisch wirkende 
Nahrung in Gruppe III fiihrte gegeniiber den vorigen 2 Gruppen 
nahezu die doppelte Kalkmenge bei ausreichenden Mg- und 
P-Mengen zu. Hinwiederum enthielt das Futter in Gruppe IV bei 
ausreichendem Phosphorgehalt zu viel Mg und sehr wenig Ca bei 
sonst zweckmiBig positiver EA, aber bei sehr niedrigem Ca/P-Ver- 
hailtnis. Auf Grund friiherer eigener Feststellungen war die 
Nahrung fiir Gruppe I von zweckmaBiger Zusammensetzung, die 
ir die weiteren 3 Gruppen als rachitogen anzusehen. 

Durch ,Rattenversuche wurde weiterhin ein reichliches Vor- 
handensein von natirlichem D-Vitamin in dem Grundfutter 
nachgewiesen, insofern als ein Olauszug, der in der gleichen bis 
doppelten verhiltnismaBigen Menge der Mc Collumschen Diit 
der Versuchsratten beigemengt wurde, schon in der gleichen ver- 
hiltnismiBigen Menge einen vollkommenen Schutz gegen Rachitis 
gewihrleistet hat. Vorwiegend hierin mag die Erklirung dafir 
liegen, daB die Versuchsferkel wihrend des sich auf 10 bis 
“4 Wochen erstreckenden Versuches sich so ziemlich gleich gut 
entwickelten (Figur), trotzdem die Nahrung bei den Gruppen II, 
IIT und IV ausgesprochen rachitogene Eigenschaft hatte. DaB 
aber andererseits der in der Nahrung vorhandene D-Vitamin- 
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gehalt nicht einen vollen Schutz zu gewihrleisten vermochte, das 
erhellt aus der nicht ganz zu vernachlassigenden Abweichung 
der Entwicklungskurve bei der iibermaBig kalkreich ernihrtey 
Gruppe III. Die Richtigkeit einer solchen SchluBfolgerung fani 
auch im Ergebnis der Knochenuntersuchungen ihre Stiitze, woriiber 
an einer anderen Stelle berichtet werden soll. 
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Nach Blutentnahme in der 8. Woche der Versuchsdauer 
wurden in dem Blutserum Ca, Mg und anorganisches P nach den 
in friiheren Mitteilungen angegebenen Verfahren quantitativ be- 
stimmt und die gewonnenen Zahlenwerte bei gleichzeitiger An- 
fihrung der jeweiligen Eigenschaft der Nahrung in Tab. + 
zusammengestellt. 

Aus dieser Zusammenstellung erhellt ganz eindeutig, dab 
durch die mineralstoffliche Zusammensetzung der Nahrung im 
Ferkelblut der Mineralstofigehalt sowie das gegenseitige Menget- 
verhiltnis wesentlich und in kennzeichnender Weise beeinflubt 
wird, wobei allerdings die Mengenwerte der einzelnen Aschen- 
bestandteile eine verschiedengradige Verinderung erleiden, Ww! 
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Tabelle 4 





Ca | Mg | P | EA _ Ca/P] Zusammensetzung des Blutserums 











bru e 
“a im Futter 


Ca | Mg '‘Anorg. Pl a) 
| Ca/P |Ca/Mg 
| [mg-"lo|me-lo| melo | | 
——— aio = ——— — ; a = 

: | | 14,70 3,20 7,40 | 1,99 | 4,58 
I genug | genug | genug sea at 2,22 15,60 3,30. 8,00 1,95 | 4,78 
|. 12,74| 3,22 | 12,48 1,02! 3,96 
es __\i_18,00| 8,48 | 13,00 | 1,00 | 3,79 
zu | 17,66 | 3,75 6,54 | 2,70 | 4,71 
| viel _genug | genug Soe 4,20 | 15,30, | 498 | 3,07 | 4,53 














—79,99| 0,76 


1 Ieenug!genug| = 
F f Bn 88 me | viel 











“a i i 12,10| 5,37 11,38 | 1,06 | 2,25 
IV |wenig) mee |genug +25,00 0,20 | 12,30 5.41 11,74 105 2,27 











las beim Vergleich der niedrigsten Werte mit den entsprechenden 
lléchstwerten besonders augenfillig wird. In dieser Weise libt 
sich nachweisen, daB der niedrigste Zahlenwert fiir Ca bloB um 
31,5°/,, fir Mg um 40,9°/,, fiir anorganisches P hingegen um 
volle 61,7°/, unter dem entsprechenden Hiéchstwert zu stehen 
-kommt. Hiernach stellt der anorganische P-Gehalt den am meisten 
' verinderlichen mineralstofflichen Bestandteil im Blute dar, wihrend 
| Mg und besonders Ca viel geringere Mengenverschiebungen zu 
'erkennen geben. 
Mit Riicksicht auf die Mengenverhiltnisse der einzelnen an- 
organischen Stoffe laBbt sich vor allem feststellen, daB das Blut- 
'serum der allzu reichlich mit Kalk ernihrten Gruppe III den 
| hichsten, rund 16,28 mg-°/, betragenden Ca-Gehalt aufweist. 
Etwas niedriger, mit 15,15 mg-°/,, steht der Ca-Gehalt bei der 
Gruppe I, wihrend bei der allzu reichlich mit P, mit Ca jedoch 
gleich wie bei der Gruppe I ernihrten Gruppe IJ nur rund 
| 12,87 mg-°/, Ca enthalten hat. Am auffiilligsten ist aber der Um- 
Stand, daB das Blutserum bei der Gruppe II einen nur unwesent- 
lich héheren Ca-Gehalt aufweist als bei der Gruppe IV, trotzdem 
das Futter bei der Gruppe I in seinem Ca-Gehalt den bei der 
Gruppe IV um mehr als das Zehnfache iibertroffen hat. Diese 
Feststellung unterstiitzt schon fiir sich die Richtigkeit der An- 
schauung, daB der Ca-Gehalt des Blutes bis zu einem gewissen 
Grade durch irgendeinen inneren Faktor, in erster Linie durch 
die Titigkeit der endokrinen Driisen, bestimmt wird. Weiterhin 
spricht der Umstand, daB bei ausreichender Kalkzufuhr der Ca- 
Gehalt im Blutserum unter dem EinfluB iuBerer Faktoren ver- 
hiltnismaBig héhergradigen Schwankungen unterliegt, fiir eine 
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bei unzureichender Ca-Zufuhr mehr augenfallige und ausgiebigere 
regelnde Titigkeit der endokrinen Driisen auf den Kalkspiegel, 
als es bei reichlicher Kalkzufuhr der Fall zu sein pflegt. Die 
Tatigkeit der Parathyreoidea bezweckt somit in erster Linie das 
Erhalten eines bestandigen minimalen, lebenswichtigen Kalk. 
spiegels im Blute, wahrend sonst ihre Leistung weniger deutlic\ 
in Erscheinung tritt, daher dann der Kinflu8 der mit der Fiitterung 
im Zusammenhang stehenden iu8eren Faktoren auf das Verhalten 
des Ca-Gehaltes im Blute mehr augenfiallig hervortreten kann, 
Bei ausreichender Kalkzufuhr wird der Ca-Gehalt im Blutserun 
augenscheinlich durch zwei dufere Faktoren bestimmt: durch 
den Kalkgehalt des Futters einerseits und durch dessen Phos. 
phorgehalt andererseits. Nach den Befunden bei den Ferkel- 
gruppen J, II und III wird durch diese 2 Faktoren der Ca-Gebalt 
des Blutes in entgegengesetzter Richtung beeinfluBt, und zwar 
durch einen vermehrten Ca-Gehalt der Nahrung erhoéht, durch 
einen vermehrten P-Gehalt erniedrigt. 

Der Mg-Gehalt des Blutserums erleidet unter dem Hinflui 
des wechselnden Mineralstoffgehaltes der Nahrung ebenfalls eine 
eigenartige, in gewisser Hinsicht dem Ca-Gehalt entgegengerichtete 
Abiinderung. Die eine reichliche Mg-Zufuhr sichernde, dabei aber 
Ca-arme und ausreichende Phosphormengen fiihrende Nahrung 
der Ferkelgruppe IV hatte einen gegeniiber dem normalen aut- 
fallend erhéhten, rund 5,39 mg-°/, betragenden Mg-Gehalt im 
Blutserum zur Folge, waihrend bei den iibrigen Gruppen, trotz 
dem gleichen Mg-Gehalt ihres Futters, ein wesentlich niedrigerer, 
nur rund 3,25—3,56 mg-°/, betragender Mg-Gehalt ermittelt 
werden konnte. Bemerkenswert erscheint dabei, daB die sel 
kalkreich gefiitterten Ferkel den héchsten Mengenwert fiir Mg 
(rund 3,56 mg-°/,) im Blutserum aufgewiesen haben. Ebenfalls 
héher liegt der Mg-Gehalt des Blutserums (3,32 mg-°/,) bei der 
phosphorreich ernihrten Gruppe IJ, wihrend der niedrigste Mg- 
Wert (3,25 mg-°/,) im Blutserum der Gruppe I zu finden war. 

Sehr kennzeichnende und auch bedeutende Schwankunge! 
bietet der anorganische P-Gehalt des Blutserums dar. Bei der 
phosphorreich gefiitterten Gruppe IL kommt er am héochsten 2 
liegen (rund 12,74 mg-°/,) und am tiefsten steht er bei der seh 
kalkreich ernahrten Gruppe III (5,76 mg-°/,). Bedeutungsvoll 1st 
der Unterschied im anorganischen P-Gehalt des Blutserums be! 
den mit einem hinsichtlich des Phosphorgehaltes gleichen, 1™ 
Kalkgehalt aber verschiedenen Futter ernihrten Ferkel der 
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Gruppe I, III und IV, insofern als bei sonst gleichbleibender 
p-Zufuhr der anorganische P-Gehalt im Blutserum im umgekehrten 
Verhiltnis zu der aufgenommenen Kalkmenge steht. Das erhellt 
daraus, daB im Blutserum der mit den geringsten Kalkmengen 
ernihrten Tiere der Gruppe IV der gréBte (rund 11,56 mg-°/,), 
bei der Gruppe I ein mittelgradiger (rund 7,70 mg-°/,), bei der 
am reichlichsten mit Kalk versorgten Gruppe III der niedrigste 
anorganische P-Gehalt (rund 5,76 mg-°/,) ermittelt wurde. Weiter- 
hin laBt der nahezu gleiche anorganische P-Gehalt im Blutserum 
der mit wesentlich verschiedenen Phosphormengen versorgten 
Gruppen II und IV (rund 12,74 mg-°/, bzw. 11,56 mg-°/,) darauf 
schlieBen, daB der anorganische P-Gehalt im Blutserum weniger 
yon der iuBeren Phosphorzufuhr, sondern in erster Linie von dem 
gegenseltigen Mengenverhiltnis des mit dem Futter zugefiihrten Ca 
und P abhingt. In diesem Zusammenhang mu angenommen 
werden, daB der anorganische P-Gehalt im Blutserum augen- 
scheinlich weniger durch die mit den Lebensvorgiingen im Tier- 
kérper verbundenen inneren Faktoren, sondern mehr durch das 
gegenseitige Mengenverhaltnis der in der Nahrung enthaltenen 
Mineralstoffe bestimmt wird. 

Der bedeutende Einflu8 des anorganischen Stoffgehaltes in 
der Nahrung kommt auch in der Ausgestaltung des gegenseitigen 
Mengenverhiltnisses der anorganischen Blutbestandteile in einer 
kennzeichnenden Richtung zum Ausdruck. Besonders hervor- 
theben ist die Feststellung, daB das gegenseitige Verhiltnis des 
Ja- und anorganischen P-Gehaltes im Blutserum sowie der Zahlen- 
wert des Ca/P-Quotienten sich dhnlich gestalten wie der Zahlen- 
wert des Ca/P-Quotienten in der Nahrung. Dieser Wert war 
namentlich in der Gruppe III am héchsten (rund 2,38), in der 
Gruppe IT und IV am niedrigsten (rund 1,01 bzw. 1,05) und in 
der Gruppe I dazwischen stehend (rund 1,97). Dieses Verhalten 
hat insofern eine groBe diagnostische Bedeutung besonders bei 
der Ermittlung der unmittelbaren Ursache von Mineralstoff- 
wechselstérungen, als man auf Grund des Ca/P-Quotientwertes 
im Blutserum auf die Art der Zusammensetzung des Futters zu 
schlieBen berechtigt ist. In Ahnlichem Zusammenhang kommt 
auch dem Verhalten des Ca/Mg-Quotienten eine Bedeutung zu, 
dessen Wert bei der kalkreich sowie bei der normal ernahrten Ferkel- 
gruppe III und 1 rund 4,62 bzw. 4,65, bei der phosphorreich sowie 
bei der magnesiumreich ernihrten Gruppe II und IV 3,86 bzw. 
2.26 betragen hat. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVII. 17 
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Zusammenfassung 


Es wurden ausgedehnte und planmibige Untersuchungen aus. 
gefiihrt zur Erforschung des Einflusses eines mineralstofflich yer- 
schieden zusammengesetzten Futters. Es kam dabei ein auch in 
der Praxis iibliches, wenig natiirliches D-Vitamin enthaltendes 
Grundfutter zur Verwendung bei vier je zweizahligen Gruppen 
von jungen Yorkshire-Ferkeln mit gruppenweise verschiedenen 
Mineralstoffzusittzen. Im Laufe der 12—24 Versuchswochen wurde 
die Zusammensetzung des Blutes bzw. des Blutserums untersucht. 

Es hat sich vor allem ergeben, daB der Ca-, Mg- und an. 
organische P-Gehalt des Ferkelblutes sich in Abhingigkeit von 
der chemischen Zusammensetzung des Futters kennzeiclinend 
und in ganz bestimmter Richtung iindert. Des weiteren konnte 
festgestellt werden, daB gegeniiber einer kalkarmen Ernilirung 
eine einseitig vermehrte Ca-Zufuhr den Ca-Gehalt im Blute ver- 
mehrt, den anorganischen P-Gehalt dagegen vermindert. Hin- 
wiederum nimmt der Ca-Gehalt im Blute ab und der an- 
organische P-Gehalt zu bei phosphorreicher sowie auch bei kalk- 
armer Fiitterung. Eine reichlichere Mg-Zufuhr gibt Anlab zur 
Vermehrung des Mg-Gehaltes im Blute. Diese Versuchsergebnisse 
bieten eine Grundlage dafiir, dab man gegebenenfalls aus dem Er- 
gebnis der Blutuntersuchung auf die Art der Zusammensetzung 
der Nahrung schlieBen kann. 
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Die Rolle des Phosphats 
bei der alkoholischen Giarung héherer Pflanzen 
Von 


J. Bodnar und Béla Tankdé 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitiit Debrecen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 17. Dezember 1938) 


Die Rolle des Phosphats bei der enzymatischen Hefegiirung 
liBt sich kurz darin zusammenfassen, daB die aus Glucose und 
Phosphat gebildeten Phosphorsiiureester durch Spaltung, Oxydo- 
reduktion, Umphosphorylierung usw. in die Endprodukte (CO, 
und Alkohol) tibergefiihrt werden. Eine iihnliche Rolle spielt das 
Phosphat auch bei der Milchsiurebildung im Muskel. In letzter 
Zeit wurde dariiber viel berichtet!), ob das Phosphat bei anderen 
hiologischen Zuckerzersetzungsprozessen (in verschiedenen tierischen 
Organen, T'umoren, niederen und héheren Pflanzen usw.) ebenfalls 
die wichtige und unentbehrliche Rolle spielt wie bei der Hefe- 
sirung und Milchsiurebildung im Muskel. 

Der eine?) von uns konnte zum erstenmal die Phosphory- 
lierung bei héheren Pflanzen, durch Feststellung der Abnahme 
der anorganischen Phosphatmenge in Erbsensamenmehlbrei nach- 
welsen. 

Aus weiteren Versuchen®) stellte sich heraus: a) In Erbsen- 
und Lupinensamenmehl entstehen auf Kosten des aus Starke ge- 
bildeten Zuckers CO, und Alkohol in solchen Mengen, daB die 


ee Alkohol 
Verh Preis toss 
erhiltniszahl CO, 


b) Durch zugesetztes Alkaliphosphat wird nicht nur die CO,-, 
sondern gleichmaBig auch die Alkoholausscheidung des Erbsen- 
mehles stark geférdert. c) Dialysierte Samenmehle sind inaktiv. 
Sie bilden kein CO, und Alkohol, ein wiBriger und gekochter 
Mehlextrakt stellt aber ihre Aktivitit zuriick. Aus allen diesen 
Beobachtungen darf gefolgert werden, daB CO, und Alkohol in 
hdheren Pflanzen nach einem der Hefegirung abulichen Mechanis- 
mus entstehen. 


ebenso groB wie bei der Hefegiirung ist. 


i 
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Die Fiahigkeit des Erbsenmehles zur Phosphorylierung wurde 
durch Zaleski und Pissarjewsky‘) kontrolliert und richtig ge. 
funden. In weiteren Versuchen konnten sie im Mehl von unreifey 
Erbsensamen, das energisch Alkohol produzierte, sowie in Mehlen 
von anderen Samen keinen PhosphatbindungsprozeB nachweisen, 
Sie folgern daraus, daB die Phosphatbildung kein normales 
Zwischenstadium des Zuckerabbaues bei den hoheren Pflanzer 
darstellt und die stimulierende Wirkung des Phosphats auf die 
Alkoholgiirung des Mehles hauptsiichlich auf seine alkalische Reak. 
tion®) zuriickzufiihren ist. Demnach ware der Mechanismus der 
Alkoholbildung in héheren Pflanzen ein ganz anderer als in der 
Hefe, und deshalb schien es interessant, zunichst die nahere Natur 
der in Erbsenmehl gebildeten Phosphorsiureester zu untersuchen, 
Der eine®) von uns kam zu dem Ergebnis, dab im Erbsenmeh 
das esterifizierte Phosphat iiberwiegend als Hexosediphosphat und 
daneben auch als Hexosemonophosphat, also in den fir die alko- 
holische Hefegiirung charakteristischen Formen vorliegt. 

In dieser Arbeit bestrebten wir uns, weitere Beweise fiir dic 
Teiinahme des Phosphats bei der alkoholischen Garung der 
héheren Pflanzen herbei zu schaffen. 


Versuchsteil 


Die Phosphorylierung kann am einfachsten durch die Ab- 
nahme der zum Mehl hinzugesetzten anorganischen Phosphat- 
menge nachgewiesen werden. Die gebildeten Phosphorsiureester 
werden aber durch die der Phosphorylierung entgegenwirkende 
Phosphatase zersetzt und die Phosphatabspaltung kann so rasch 
verlaufen, daB der eventuelle synthetische Phosphorylierungsprozeb 
bzw. der Phosphatschwund ganz verdeckt und dadurch nicht nach- 
weisbar wird. 

Die in Tab. I mit verschiedenen Samenmehlen dargestellten 
Versuchsergebnisse zeigen deutlich, daB die nicht phosphory- 
lierenden Mehle (Nr. 1, 2, 3, 4) eine starke Phosphatabspaltung 
aus Hexosediphosphat (Harden-Young-Kster) aufweisen, dagege 
spalten die phosphorylierenden Mehle viel geringere Mengen Phos- 
phat ab. Zaleski und Pissarjewsky*) heben hervor, daf sie 
im Mehl von unreifen Krbsensamen keine Phosphorylierung nach- 
weisen konnten. Unsere ihnlichen Versuche fiihrten zu positive 
Resultat, denn wir fanden, da8 1 g Mehl aus griinem Zucker- 
erbsensamen in 24 Stunden bei 20° 2,9 mg anorganisches Phosphat 
in organische Form iiberfiihrte. Dies bedeutet aber zwischen det 
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Tabelle I 


ge. Phosphorylierung und Dephosphorylierung in Samenmehlen 

































Hen Jeder Ansatz enthielt bei A 0,6 cem Phosphatpuffer p,, = 7, entsprechend 
len 1.23 mg P + 0,3 g Mehl + 1 Tropfen Toluol; bei b 0,6 cem Hexosediphosphat 
py = 17, entsprechend 2,85 mg Gesamt-P (davon nur 0,05 mg anorganisch) 














en, ; + a cans 
i + 0,3g Mehl + 1 Tropfen Toluol. Positive Differenz zeigt eine Dephos- 
_ phorylierung, negative eine Phosphorylierung an. ‘lemperatur 33° 
Zen - sree - = . — = 
die . Anorganisches P in mg auf 1 g Mehl gerechnet 
e q Samensorte iia AL — ‘iB | 
_§ In Nach _ Diffe- In Nach | Diffe- 
der OStdn. 16Stdn.) renz |OStdn. 16Stdn.| renz 
tur _ —— ee — — = = = 
en, 1] Luzerne .....{] 4,56 | 6,00 | +1,44] 0,51 | 8,51 +8,00 
' 2] Weizen. .....| 4,80 4,95 | 40,65] 025 | 6,28  +6,03 
ch 3 | Sojabohnen. . . . | 4,58 4,87 | +0,29]| 0,53 | 7,57 | +7,04 
ind _4|Zwergbohnen. . .| 4,56 4,70 +0,14] 0,51 | 7,16  +6,65 
kn. > | Markerbsen,gekeimt | 5,06 | 4,56 —0,50} 1,01 | 3,88 + 2,87 
6]Linsen......4 4,49 3,53 0,96 | 0,44 4,80 +4,36 
7} Sanderbsen. ...| 4,67 | 1,61 | —8,06] 0,62 | 1,07 +0,45 
lie 8 | Markerbsen. . . . | 4,95 0,85 —4,10} 0,90 0,87 — 0,03 
ler . 
beiden Versuchen keinen Widerspruch; Zaleski und Pissar- 
jewsky arbeiteten héchstwahrscheinlich mit einem Erbsenmehl, 
das stirker dephosphorylierte als pbosphorylierte. Aus allem 
be diesen folgt, daB negative Resultate beim Nachweis der Phos- 
ate phorylerung in Samenmehlen nichts gegen eine Teilnahme des Tan 
er Phosphats im Zuckerabbau der héheren Pflanzen beweisen. | | 
de Kine stimulierende Wirkung der Alkaliphosphate auf die | 
mt CQ,-Ausscheidung der Samenmehle wurde bereits von mehreren Gan 
of Forschern festgestellt”), | 
b- Nach Kostytschew und Scheloumoff®) stimuliert eine aan 


| verdiinnte NaQH- oder Na,CO,-Lésung ebenfalls und daher fiihrten 
on sie die Wirkung der Alkaliphosphate nicht auf den Phosphat- 





y- gehalt, sondern auf ihre alkalische Reaktion zuriick. Dieser Auf- 

ng ff lassung haben sich Zaleski und Notkina‘) angeschlossen. Der 

an elmé von uns wies gemeinsam mit Hoffner’) als erster nach, daB 

a das Phosphat nicht nur die CO,-, sondern auch die Alkohol- | 

ie ausscheidung des Erbsenmehls stimuliert. 

h- Unsere Versuche (Tab. II) beweisen, daf& die Alkoholproduk- By 
m f ton des Erbsenmehles auch durch ein alkalisches Mittel (NaHCO,) | || 
r- gesteigert wird. Daraus diirfte man aber nur dann auf die Un- | 
at wirksamkeit des Phosphats schlieBen bzw. seine Wirkung allein | 


mit einer Pufferwirkung erkliren, wenn zwischen der stimulierenden 
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Wirkung einer Na,HPO,- und NaHCO,-Lésung von gleicher Wasser. 
stoffionenkonzentration kein Unterschied zugunsten des Phosphats 
hervortritt. 


Tabelle II 


Kinflu8 des Bicarbonats und Phosphats 
auf die Alkoholproduktion des Erbsenmehles 


Die Ansiitze enthielten je 3ccm Wasser, oder NaHCO, (2°/,ige Lésung), 
oder Phosphatpuffer (10 mg P/cem, py = 7,5), je 2 g Erbsenmehl und jp 
0,2 cem Toluol. Das p,;, des Breies (gemessen in besonderen Ansitzen mit 
der Chinhydronelektrode nach 3facher Verdiinnung des Breies mit Wasser) 
war in Phosphat und Bicarbonat anniihernd gleich: in beiden fiel es yon 
7,4 in 24 Stunden auf etwa 7, in Wasser dagegen von 6,8 auf 6,4 herab, 
Temperatur 33° 





Wasser Bicarbonat Phosphat 


In 24 Stdn. gebildeter Alkohol in mg auf 1 g Mehl ber. 
5,4 | 9,5 | 21,8 





Unsere in Tab. IT dargestellten vergleichenden Alkoholbestin- 
mungen in mit Wasser, mit NaHCO, und mit Na,HPO,-Lésung 
befeuchteten Erbsenmehlen zeigen deutlich, daB eine viel griBere 
Alkoholmenge mit Phosphat, als mit Bicarbonatpuffer entstebt. 

Zuerst hat Nilsson®) beobachtet, daB Glucose, Phosphat. 
Acetaldehyd und eine Spur Hexosediphosphat in Gegenwart von 
NaF bei Trockenhefe so reagieren, daB der Acetaldehyd zu 
Alkohol reduziert und gleichzeitig das Phosphorylierungsprodukt 
der Glucose und des Phosphats zu Phosphoglycerinsiure oxydiert 
wird, wobei der als Wasserstoffacceptor fungierende Acetaldehyd 
durch Methylenblau ersetzt werden kann. Meyerhof und Kiess- 
ling?) ist es gelungen, die Nilssonsche Reaktion in die Reak- 
tionskette der alkoholischen Girung als eine wichtige Gleichung 
des stationéren Zustandes einzuschalten*). Sie zeigten, dai in 
Abwesenheit von NaF aus Phosphoglycerinsiure Phosphobrenz- 
traubensiure, dann Brenztraubensiure und daraus endlich 0, 
und Acetaldehyd gebildet wird: der Acetaldehyd wird auf die 
geschilderte Weise zu Alkohol reduziert. 

Sehr interessant ist die Rolle des Hexosediphosphats in de! 
Nilsson-Meyerhof-Kiesslingschen Reaktion. Zur Auslisung 
dieser Reaktion ist nur eine Spur Hexosediphosphat notwendig, 


*) Deshalb wird in dem folgenden diese wichtige Reaktion der Heft: 
girung als Nilsson-Meyerhof-Kiesslingsche Reaktion erwahnt. 
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ehenso wie zur Aufhebung der Induktionsperiode der Gurung. 
Das Hexosediphosphat spielt also die Rolle eines Katalysators, 
aber wie die neueren Versuche von Meyerhof, Kiessling und 
Schulz) zeigen, wirkt es nicht als Autokatalysator, sondern 
nimmt an der Reaktion in folgender Weise teil: 


Ser- 
hats 






































2 Glucose Phosphorylierung : 
+- 2 Phosphat —_—__*—*» 2 Hexosemonophosphat 


Hydrierung 








ys + 2Acetaldehyd -———————>_ 2 Alkohol 
Je : Spaltung und , eee ee ee ' 
mit + 2 Hexosediphosphat tivo,’ 2 Phosphogiycerinsiure 

38er) 

vo. & Aus Hexosemonophosphat bilden sich auf hier nicht naher 


= beschriebene Weise Hexosediphosphat und Acetaldehyd. Das neue 


Hexosediphosphat und Acetaldehyd reagieren wieder mit vorhan- 

dener Glucose und Phosphat und so schreitet die Reaktion fort. 
Thunberg?!*) sowie die Eulersche Schule!*’) haben mit der 

bekannten Methylenblaumethode von Thunberg in Phosphatpuffer 

ein Hexosediphosphat dehydrierendes Enzym (Hexosediphosphat- 

. dehydrogenase) bei zahlreichen Samensorten nachgewiesen. In 
i: | jiingster Zeit berichtet Thunberg [Chem. Z. 107, II, 4129 (1936)], 


mg dafi Methylenblau mit Extrakt aus Samen von Cucumis sativus 
_ in Gegenwart von Hexosediphosphat erst dann stark entfarbt 
- wird, wenn auch Phosphatpuffer anwesend ist: eine Erklirung 
hal, der Erscheinung steht noch aus. Wir haben diese Erscheinung 
vou 


schon vor 3 Jahren beobachtet, auf der 7. Tagung der Ungarischen | 
a Physiologischen Gesellschaft vorgelegt [Ber. Physiol. 101, 669 aaa 
1937)] und versucht, sie mit der Nilsson-Meyerhof-Kiess- 
lingschen Reaktion in Verbindung zu bringen. Aus unseren noch | 
folgenden Versuchen geht hervor, daB man dem Hexosediphosphat cae 
beim Zuckerabbau der héheren Pflanzen eine dbnliche Rolle zu- 
schreiben kann, wie bei der Hefegiirung, d.h. der in Gegenwart 
von Phosphat verlaufenden Nilsson-Meyerhof-Kiesslingschen 
Reaktion. 

Wir fanden, daB in einem Phosphatpuffer und Methylenblau 
enthaltenden Erbsenmehlbrei die Entfarbungsgeschwindigkeit des 
farbstoffes auch mit einer geringen Menge (0,05 ccm n/100-Lésung), | 
also mit einer Spur Hexosediphosphat, sehr stark geférdert wird 
‘Tab. II, Nr. 1, 2). Eine Erhéhung des Hexosediphosphats auf 
das 5-, 10- und 20fache hatte keine nennenswerte Wirkung 
(\r. 3, 5) auf die Entfirbungszeit derselben Methylenblaumenge. 
Nach Meyerhof und Kiessling?) bleiben im Hefemacerations- 
salt gréBere Mengen des zugesetzten Hexosediphosphats wihrend 
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des Umsatzes von Acetaldehyd, Phosphat und Glucose lingere 
Zeit unverandert, woraus folgt, daB das neugebildete Hexosediphos. 
phat in die Reaktion einbezogen wird. Unsere weiteren Versuche 
mit 10 mal konzentrierteren Methylenblaulésungen zeigen im Ver. 
haltnis zu den gebrauchten Hexosediphosphatmengen ebenfalls 
keine nennenswerten Unterschiede (Nr. 6—10) zwischen den Ent- 
farbungszeiten und die entfirbte Methylenblaumenge ist viel gréfer 
als der kleinsten Menge des Hexosediphosphats (Nr. 7) entsprechen 
kénnte, auch in dem unwahrscheinlichen Falle, daB es als Wasser- 
stoffdonator zu 100°/,, (d. h. 1 Mol Hexosediphosphat liefert 4H 
ausgeniitzt wird: dabei wird angenommen, daB die Entfirbung 
der Zeit proportional verliuft, nach Versuch Nr. 6 wiirde somit 
der auf Hexosediphosphat entfallende Mehrverbrauch an Farbstoff 
im Versuch Nr. 7 etwa ?/, der insgesamt entfirbten Menge be- 
tragen. Nach einigen Monaten langem Stehen des Mebhles (in 
Pulverflasche) wird seine Entfirbungsfihigkeit um etwa 50°, 
herabgesetzt (Nr. 11), der Unterschied ohne und mit Zusatz von 
Hexosediphosphatspur bleibt aber deutlich (Nr. 11, 12). 


Tabelle III 
Wirkung von Hexosediphosphat auf die Mb-Entfirbung 
des Erbsenmehles 


Jeder Ansatz enthielt in 2,5 cem Gesamtvolum 0,25 g Erbsenmehl + Wasser 
+ 0,5 cem Phosphatpuffer 10 mg/eem py = 7,5 + variierende Mengen m 100 
Hexosediphosphats py = 7,5 + 0,5 ccm 0,03 °/,ige, bei Nr. 6—10 jedoch 
0,3 °/,ige Mb-Loésung. Bei Nr.11, 12 gealtertes Erbsenmehl. Temp. 20 —22°. 








9 | 10/11! 12 


Versuch Nr... ...)1/2/3/4/5/6/7 | 8 | 

= I |_| wee me 

Hexosediphosphat cem | — '0,0510,2510,50 1,00; — (0,05 0,25 0,50 1,00) — |0,00 
} | ! \ | | i 





1415 | 4,5 4,5 4 151/45 (43 40 | 39 | 32/11 


eaeneieiiiibiaibiaes 14,5, 4,5, 5 | 4 4 149/46 | 42 |40,5 87 | 82 10.5 





Die Versuche mit Hexosemonophosphat [6-Phospho-Fructe- 
Furanose*)] statt Hexosediphosphat ergeben folgendes: Bei frischem 
Mehl beschleunigt eine Spur Hexosemonophosphat (0,05 ccm 
n/100-Liésung) die Methylenblauentfirbung nicht (Tab.IV, Nr. 1, 2. 
seine 5fache Menge zugesetzt, beschleunigt schon deutlich (Nr. 1, ©) 
die 10 fache wirkt schon wie eine Spur Hexosediphosphat (Nr. 4. 
Lat man das Mehl mit einer Spur Hexosemonophosphat (ohne 


*) Wird im Erbsenmehlbrei enzymatisch in wenigen Minuten in den 
Gleichgewichtsester umgelagert®). 
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Phosphatpuffer) stehen, so kann eine Beschleunigung (Nr. 5, 6) der 
Kntfirbung erreicht werden, wahrscheinlich, weil Hexosemono- 
phosphat in Hexosediphosphat umgewandelt wird. Denn auf Grund 
des Massenwirkungsgesetzes spielt sich dieser Vorgang bei Gegen- 
wart von gréBeren Mengen Hexosemonophosphat viel schneller ab. 
Auf ailtere Mehle wirken auch gréBere Mengen Hexosemonophos- 
phat viel schwacher (Nr. 7, 9) und mit kleinen Mengen wird die 
Entfarbung tiberhaupt nicht (Nr. 7, 8) beschleunigt. 


Tabelle IV 


Wirkung von Hexosemonophosphat auf die Mb-Entfirbung 
des Erbsenmehles 


Ansiitze wie in Tab. III, aber statt Hexosediphosphat mit m/100-Hexose- 

monophosphat py = 7,5. Bei Nr. 7—9 gealtertes Mehl. Das Mehl wurde 

vorerst bei Nr. 5 mit Wasserzusatz, bei Nr. 6 aber mit Wasser + Hexose- 

monophosphatzusatz 3 Stdn. lang stehen gelassen. 0,03 °/,ige Mb-Lésung. 
Temperatur 20—22°. 








Versuch Nr... - +--+} 1 | 3 | 8 | 4] 5 6 i7| 8 9 











Hexosemonophosphat ecm | — _ 0,05 | 0,25 | 0,50; — | 0,05 | — | 0,05 | 0,50 


ae 15 |10 | 5 /|15,5} 6 {87) 38 | 25 


Entfiirbungszeit Min. 15,5 15 | 9,5] 5,5 | 16 6 | 36) 37 | 26 





Der eine®) von uns wies nach, da’ sich beim Stehen des 
Krbsenmehles mit Phosphat Hexosediphosphat bildet, daher erhebt 
sich die Frage, ob das eigene Hexosediphosphat des Erbsenmehles 
dieselbe Wirkung auslésen kann, wie mit Hefe bereitetes und zu- 
gesetztes. Unsere Versuche zeigen, daB das Stehen beschleunigend 
wirkt (Tab. V, Nr. 1—3), und daB nach 3stiindigem Stehen des 
Krbsenmehles mit Phosphat das Methylenblau ebensoviel schneller 
entfiirbt wird (Nr. 4), wie mit zugesetztem Hexosediphosphat. 
Liingeres Stehen (4 Str.) wirkt nicht noch stiirker (Nr. 5). Auf ein 
mit Phosphat aufbewahrtes Erbsenmehl hat zugesetztes Hexose- 
diphosphat — wie dies auf Grund der Versuche Tab. III, Nr. 2—5, 
sicher zu erwarten war — tatsichlich keine weitere Wirkung 
(Nr. 4, 6, 7) mehr. Wir arbeiteten mit einem sehr frischen Mehl, 
das mit Phosphat aufbewahrt, eine viel lingere Entfirbungszeit 
zeigte, als nach Zusatz von Hexosediphosphatspur (Nr. 8—10). Diese 
Erscheinung tritt allgemein bei einige Monate lang aufbewahrtem 
Erbsenmehl auf (Nr. 11—18), sie 14Bt sich aber ausschalten, wenn 
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das Mehl neben Phosphat noch mit Adenylsiure {aus Muskel*) 
aufbewahrt wird (Nr. 14, 15). 


Tabelle V 
EinfluB der Aufbewahrung mit Phosphat und Adenylsiiure 
auf die Mb-Entfirbung des Erbsenmehles 
Ansiitze wie iiblich. Die Adenylsiurelésung enthielt 5 mg Substanz /cep, 
mit NaHCO, neutralisiert. Bei Nr. 8—10 anderes frisches Mehl, bei Nr. 1; 
bis 15 gealtertes Mehl. Temperatur 20—23°. 





— cece 








_ eS cor | | | ot 7a 
Versuch Nr. .. 1 }2)8) 4/5) 6 7|8| 9 | 10/11 12) 13 | 14) 15 











Adenylsiiure eem | — |—— —/— — ol ae oe Jas fom Iga 
Auf bewahrung —lile/siai3 |/3 i-I\—l1s |—|ls3 
Stunden | | | | 
Hexosediphosphat — |—|—| —|—\0,05'0,25'—/0,05} — | — |—Io,05 
ccm H | ie 
Entfirbungszeit |(17 /18.8/5 |5 5,5 6 18/6 |11 /45 (27/10 44 10 
Minuten 17,5,149/5,515 5 | 5 19]5,5/11,545,5'28) 9 44 103 


Ob die Wirkung der Adenylsiure dadurch zustande kommt, 
dai sie die Bildung des Hexosediphosphats erleichtert, soll zu- 
kiinftigen Versuchen vorbehalten werden. Auch Deuticke 
fand, daB Muskeladenylsiure die Methylenblaureduktion beschlev- 
nigt — aber in anderer Richtungen — mit Dehydrogenaselisung 
aus den Samen der Jutepflanze Corchurus Capularis. 

Als erster hat Lundsgaard") dariiber berichtet, dab Jod- 
essigsiiure die postmortale Milchsiiurebildung im Muskel sowie die 
enzymatische Hefegérung aufzuheben vermag. Der Angriffspunkt 
der Jodessigsiure besteht in einer vélligen Aufhebung der Oxydo- 
reduktionsprozesse. Wir fanden die Methylenblauentfirbung des 
Erbsenmehles in Phosphatpuffer (ohne Hexosediphosphatzusatz 
durch Jodessigsiéure nicht herabgesetzt (Tab. VI, Nr. 1, 2), woraus 
tolgt, daB diese Dehydrierung unabhiingig von der alkoholischen 
Garung des Mehles verliuft**), im Gegensatz dazu wird die durcl 





*) Fiir die freundliche Uberlassung von Muskeladenylsiure sei de! 
Chem. und Pharm. Fabrik Dr. Georg Henning, Berlin-Tempelhof, aucl 
an dieser Stelle bestens gedankt. 

**) Wir bemerken, daB diese gegen Jodessigsiure unempfindliche Deby- 
drierung des Erbsenmehles héchstwahrscheinlich von enzymatischer Natu 
ist (ein im kochenden Wasserbade einige Minuten lang aufbewahrter Erbsen- 
mehibrei entfiirbt in Gegenwart von Phosphatpuffer das Methylenblau nicht. 
Thunberg fand [Erg. Enzymforsch. 7, 186 (1938)], daB ein Phosphatextrakt 
aus Cucumis Sativus die Fihigkeit besitzt, Stirke als Donatorsubstanz 2! 
verwenden. Gegen Halogenfettsiiuren ist auck dieser ProzeB unempfindlich. 
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Hexosediphosphat beschleunigte Methylenblauentfirbung durch 
Jodessigsiure ganz aufgehoben (Nr. 3, 4). Dasselbe geschieht, 
wenn die Wirkung der Jodessigsiure auf ein mit Phosphatpuffer 
4 Stunden aufbewahrtes (also schon Hexosediphosphatspuren ent- 
haltendes) Erbsenmehl untersucht wird (Nr. 5, 6). Unsere Ver- 
suche zeigen auBerdem, daB die Jodessigsiure auch nach lingerem 
Stehen mit Erbsenmehl auf die Entfirbungszeit ohne Wirkung 
ist (Nr. 7, 8). 
Tabelle VI 
Wirkung von Jodessigsiure auf die Mb-Entfirbung 
des Erbsenmehles 


Ansiitze wie tiblich. Nach Wasser- + Phosphatzusatz bei Nr. 5—6 3 stiindiges 

Stehen, nach Wasser- + Phosphat- + Jodessigsiiurezusatz bei Nr. 7 1 stiin- 

diges, bei Nr. 8 2stiindiges Stehen. Die Jodessigsiiure war m/100, mit 
| NaHCO, neutralisiert. Temperatur 20—22°. 

















Versuch Nrow sw. 1};/2;];si]4{]5/6;]7 | 8 
Jodessigsiure ccm. . — | 0,5 | — | 05 | — | 0,5; 0,5 0,5 
Hexosediphosphat ccm |.— | — | 0,05 | 0,05 ;}— | — | — — 
— i 18/17 | 5 | 16/5517 | 18 | 19 
Entfiirbungszeit Min. 17,5 | 17,5 | 5 i7 6 17 | 18,5 | 18,5 


Tabelle VII 
Wirkung verschiedener Puffer auf die Mb- Entfirbung 
des Erbsenmehles bei Gegenwart von Hexosediphosphatspur | 
Gesamtvolum, Erbsenmehl und Mb wie iiblich. Als Puffer: je 0,5 eem Pout 
Phosphat (10 mg/eem), oder NaHCO, (2°/,ig), oder Veronalpuffer py = 8,0. | 
Das py des Breies war im Phosphat von py=7,5, im Bicarbonat und im 
Veronal innerhalb 0,1 Einh. gleich (vgl. Tab. II). Nach Wasser- + Veronal- 
zusatz bei Nr. 8 3stiindiges Stehen. Temperatur 22—23°. 





























— : 
Versuch Ne... 5. . 1 2 3 | 4 5 6 7) 8 
i Phosphat vom py = | Bicar- ez 
oes + «ao & & Se —- = * a 
™ 75 | 6,5 5,7 | bonat Veronal 
Hexosediphosphat cem | — [0,05 | 0,05 | 0,05 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,05 
Uutfirbungszeit Min. | 29,5] 29 5 10 30 | 6 9 | 14 aay 


Die Wirkung des Hexosediphosphats auf die Methylenblau- r it 
entiarbung des Erbsenmehles sinkt bei Anwendung von Phos- Be | 
phatpuffer der sauren Gebiete und bei p,,=5,7 hort sie ganz auf 
Tab. VII, Nr.1—5). Unsere Versuche mit anderen Phosphat- 
treien Puffermitteln (NaHCO,, Veronal) zeigen, daB Hexose- 
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diphosphatspuren auch in diesen Fallen wirken (Nr. 6, 7), he; 
NaHCO, ahnlich wie beim Phosphat, bei Veronal schwicher und 
nach Stehen des Mehles mit Veronal (Nr. 8) iiberhaupt nicht: 
dies kann héchstwahrscheinlich der giftigen Wirkung des Verona|s 
auf dic Methylenblauentfirbung zugeschrieben werden. 
Besonders der Befund mit NaHCO, scheint dafiir zu sprechey, 
daB Hexosediphosphat auch ohne Phosphat reagieren kann uni 
also die Nilsson-Meyerhof-Kiesslingsche Reaktion in Er)sen. 
mehl nicht vor sich gehen miibte. Unsere weiteren Versuche 
beweisen aber, daB die Wirkung der Hexosediphosphatspur iy 
NaHCO, bald aufhért: die Entfairbungszeiten werden nimlich bei 
wiederholten Methylenblauzusiitzen stark verlingert und erreichen 
bald die bei NaHCO, ohne Hexosediphosphat beobachtete Grife 
(Tab. VIII, Nr.3, 4). Dagegen bleibt die Wirkung des Hexose- 
diphosphats in Phosphatpuffer bestehen, die Entfirbungszeiten 
erhéhen sich nicht bzw. nur wenig und bleiben weit unter den 
bei Phosphat ohne Hexosediphosphat gewonnenen Werten (Nr. |, 2. 


Tabelle VIII 
Vergleichung der Wirkung von Phosphat und Bicarbonat 
auf die Mb-Entfirbung des Erbsenmehles nach wiederholtem 
Mb-Zusatz mit und ohne Hexosediphosphatspur 


Gesamtvolum (beim ersten Mb-Zusatz) und Erbsenmehl wie iiblich. Als 
Puffer: je 0,5cem Phosphat (10 mg P/eem py =7,5), oder Bicarbonat (2°), ig). 
Temperatur 23—24°. 











ween Tit. k sw 2 we a ss 1 2 3 | { 
a ee eee Phosphat Bicarbonat 

Hexosediphosphat ccm . . . a 0,05 _ 0,05 
14 4 15 5 

Entfirbungszeit in Minuten 14,5 4,5 16 7,5 
nach wiederholtem Zusatz von < 16 5,5 17 15 
je 0,5 eem Methylenblau | 18 6 19 ig 
24 7 20 21 


Dies kann nur so erklart werden, dai die Nilsson-Meyerhot- 
Kiesslingsche Reaktion im NaHCO,-Puffer auf Kosten der 
Erbsenmehl vorhandenen und vielleicht sich auch aus Phytin ab- 
spaltenden geringen Mengen anorganischen Phosphats (1 g Erbsen- 
mehl enthielt 0,87 mg anorganisches P und etwa 2,5 mg Phytin-P 
verliuft, wird aber dieses verbraucht, so muB die obige Reaktion 
wegen Phosphatmangel zum Stillstand kommen. Die Verlinge- 
rung der Entfirbungszeit mit Phosphat- und NaHCO,-Puffer oline 
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Hexosediphosphatspur kann mit der Schwiichung des Enzym- 
apparates (Cozymaseverbrauch, Verdiinnung) erklirt werden. 

Aus unseren Versuchen kann also festgestellt werden, daB 
man die bei der enzymatischen Hefegirung eine Hauptrolle spielende 
und unter Mitwirkung von Phosphat verlaufende Nilsson- 
Meyerhof-Kiesslingsche Reaktion auch in héheren Pflanzen 
bzw. im Erbsenmehl als Versuchsobjekt auffinden kann. 


Methodik 


a) Die Samenmehle wurden, wie von dem einen von uns?*) ge- 
schildert, bereitet. Das bei den meisten Versuchen gebrauchte Mehl wurde 
aus reifen Markerbsen (Nr. 110, bezogen von Kontsek A.G. in Debrecen) 
hergestellt®): nach 8stiindigem Einweichen im Wasser wurden die Samen 
von den Schalen befreit, nach etwa 36stiindigem Trocknen bei 30—32° 
fein gemahlen und gesiebt. Beim Mehl (Tab. I, Nr. 5) folgte dem Ein- 
weichen vor der iiblichen Verarbeitung eine 2stiindige Keimung zwischen 
feuchtem Filtrierpapier bei Zimmertemperatur. Bei der Bereitung der iibrigen 
in Tab. I angegebenen Mehle wurden die betreffenden reifen Samen ein- 
fach gemahlen und gesiebt. 


b) Die Phosphorylierung bzw. Phosphatabspaltung wurde 
nach EnteiweiBung mit Trichloressigsiure (der Brei wurde mit so viel 
Wasser verriihrt, da8 1g Mehl in 15 ccm Suspension enthalten war und 
dann 3ccm 20°/,iger Trichloressigsiurelésung zugesetzt) durch Bestimmung 
des anorganischen Phosphats nach dem von Martland und Robison") 
abgeinderten Briggsschen Verfahren ermittelt. 


c) Die Bestimmung des Alkohols wurde im Prinzip — soweit es die 
Chromschwefelsiuremethode selbst betrifft —- nach dem von Janke und 
Kropacsy!’) angegebenen Verfahren durchgefihrt, statt Vakuumdestilla- 
tion in einer besonderen Apparatur wurde aber der Alkohol aus einem 
aliquoten Teil des trichloressigsauren Filtrats einfach in einem, sonst fiir 
Mikrokjeldahlzwecke zusammengestellten Apparat mit Wasserdampf in eine 
Mischung von 5cem 0,5 n-K,Cr,0,-Lésung und 25cem 10°/,iger H,SO, 
destilliert. Die Mischung war in einem 50 cem-Mebzylinder vorgelegt, das 
ausgezogene Glaskihlrohr reichte bis zum Boden des Zylinders. Destilliert 
wurde etwa 10—15 Minuten lang, dann wurde die Bichromatmischung in 
eine 500 cem-Glasstépselflasche iibergefiihrt und im iibrigen so behandelt, 
wie yon Janke und Kropacsy fiir den Erfassungsbereich 1—8 mg Alkohol 
beschrieben, nur wurde von simtlichen Reagentien — wie auch oben von 
der Bichromatlésung — die Hilfte gebraucht. Titriert wurde mit 0,02 n- 
Na,S,0,-Lésung. Der Erfassungsbereich lag bei 0,5—4 mg Alkohol. 


d) Bestimmung der Methylenblauentfirbungsfihigkeit. In 
numerierten Probierglisern (12,5 x 125 mm) werden 0,25 g Erbsenmehl 
und die Zusiitze (vgl. Tab. III—VIII) eingewogen, gut durchgeschiittelt, 
Luft durch eine etwa 3 cm hohe Schicht reinen Paraffinéls abgesperrt und 
die Entfirbungszeit des Methylenblaus (0,03°/,ige Lésung, wo nicht anders 
angegeben) mit der Stoppuhr beobachtet, wobei nur die Entfirbung der 
gegen das Licht (Fenster) stehenden Seite des absitzenden Mehles beriick- 
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sichtigt wird. Wir beobachteten nimlich, dab Licht die Entfirbung hp. 
schleunigt, iihnliches haben bei Trockenhefe auch Euler und Adler 
beobachtet, sie fiihren diese Lichtreaktion auf Aktivierung des Methylenblays 
zuriick, wenn das Flavinenzym als integrierender Bestandteil des Systems 
ausgeschaltet ist. Bei wiederholten Zusiitzen von Methylenblaulésung (yg), 
Tab. VIII) wird die Methylenblaulésung aus einer geteilten Pipette mi 
langem und diinnen Unterrohr unter das Paraffinél geschichtet und yi 
Hilfe eines diinnen Glasstabes mit dem Inhalt des Probierglases ohne Auf. 
riihren der Olschicht vorsichtig und schnell zusammengemischt. Der (las. 
stab bleibt wiihrend der wiederholten Methylenblauzusitze im Probierglas, 

e) Pufferlédsungen und Hexosephosphate. Veronalpuffer wurde 
aus Veronal-Na und HCl nach Michaelis"), Phosphatpuffer (10 mg P com 
aus reiner Phosphorsiure (Merck) und Natronlauge bereitet. Hexoge. 
diphosphat wurde durch Fermentierung mit Trockenhefe*) erhalten und 
durch wiederholtes Umfiilllen des sauren Ba-Salzes mit Alkohol auf die in 
Robisons Laboratorium iibliche Weise gereinigt: das Hexosemonophos- 
phat wurde daraus durch 5 Minuten lange partielle Hydrolyse mit n-H¢() 
erhalten”®) und als neutrales Ba-Salz durch wiederholtes Umfiillen mit 
Alkohoi gereinigt. Zu den Versuchen wurden die Na-Salze gebrauclit und 
durch Umsetzung mit Na,SO, (in m/100-Lésung, wo nicht anders angegeben 
erhalten. 

Zusammenfassung 


1. Bleibt die Phosphorylierung in Samenmehlen scheinbar 
aus, so beweist dies nichts gegen eine Beteiligung von Phosphat 
bei der alkoholischen Gurung der héheren Pflanzen; der Phos- 
phorylierungsprozeB kann durch die entgegenwirkende hos- 
phatase ganz verdeckt werden. Unsere Versuche zeigen, dat die 
stark phosphorylierenden Mehle geringe Phosphatasewirkung aul- 
weisen und umgekehrt. 

2. Das Phosphat steigert die Alkoholproduktion des Erbsen- 
mehles nicht nur wegen seiner alkalischen Reaktion, sondern es 
hat. auch hier eine spezifische Wirkung auf die Giirung des 
Erbsenmehles. 

8. Durch zum Mehl hinzugefiigte sowie im Mehl bei Aut 
bewahrung mit Phosphat gebildete Hexosediphosphatspuren wird 
die Methylenblaureduktion des Erbsenmehles in Gegenwart vou 
Puffermitteln stark geférdert. 

4, Hexosemonophosphat und Muskeladenylsiure wirken au! 
die Methylenblauentfarbung des Erbsenmehles nur unter gewissel 
Umstiinden beschleunigend, héchstwahrscheinlich durch Umbildung 
des Monophosphats zu Hexosediphosphat bzw. férdert Adeny!- 
siure die Entstehung des Hexosediphosphats. 


*) Fiir die freundliche Uberlassung der Trockenhefe sind wir [Her™ 
Prof. Dr. R. Robison, London, zu Dank verpflichtet. 
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5. Die Methylenblauentfiirbung im Erbsenmehl, die bei Zu- 
satz von Hexosediphosphat vor sich geht, wird durch Jodessig- 
siure ganz aufgehoben. Die Methylenblauentfirbung, die im 
Mehl ohne Mitwirkung von Hexosediphosphat verliuft, ist gegen 
Jodessigsiure unempfindlich. 

6. Die beschleunigende Wirkung des Hexosediphosphats auf 
die Methylenblauentfairbung hért im NaHCO,-Puffer bald auf, 
dauert aber im Phosphatpuffer viel linger. 

7. Aus den bisherigen Versuchsergebnissen ist zu folgern, 
daB die unter Mitwirkung von Phosphat ablaufende Nilsson- 
Meyerhof-Kiesslingsche Reaktion auch im Girungsprozeh der 
hiheren Pflanzen nachweisbar ist und hier ebenso wie bei der 
enzymatischen Hefegirung eine besonders wichtige Rolle spielt. 
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Uber die Cerebronsiure 
[16. Mitteilung iiber Cerebroside ‘)] 


Von 
E. Klenk und L. Clarenz 
(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat K6ln) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 1. Januar 1939) 


Vor einiger Zeit haben A. ©. Chibnall, 8. H. Piper und 
E. F. Williams’), gestiitzt auf die Erfahrung, die sie bei ihrer 
schénen Untersuchungen iiber die Fettsiuren und Alkohole der 
Wachse gesammelt haben, zu der Frage nach der Natur der 
Cerebronsiure (Phrenosinsiure) Stellung genommen. Die ein- 
gehendere Untersuchung eines ihnen yon O. Rosenheim zur Ver- 
fiigung gestellten Cerebronsiurepriparats fiihrte in ihren Hiinden 
zu dem Ergebnis, daB hier ein Gemisch von 85°/, a@-Oxy-n-tetra- 
cosansiure und 15°/, «-Oxy-n-hexacosansiure vorlag, das vielleicht 
auch noch kleine Mengen einer «-Oxy-n-docosansiure enthielt. 

Obgleich diese Befunde nach der Meinung von Chibnall! 
und Mitarbeitern in Ubereinstimmung (substantial agreement) mit 
denen von E. Klenk*), sowie E. Klenk und W. Diebold‘) stehen 
und nur die Ausdeutung des Versuchsergebnisses etwas abweicht, 
scheint uns ihre Annahme, nach welcher die Cerebronsiiure als 
ein Gemisch von «-Oxy-n-docosan-, @-Oxy-n-tetracosan- und 
a-Oxy-n-hexacosansiure anzusprechen ist, das bald mehr von der 
einen, bald mehr von der anderen Siiure enthalt, jedoch noch 
einer weiteren Klarung zu bediirfen. 

Es sind vor allem 2 Tatsachen, welche Chibnall und Mit 
arbeiter veranlaBten, die Frage nach der KEinheitlichkeit der 
Cerebronsiure in negativem Sinne zu beantworten: 1. Der niedrige 


1) 14, Mitteilung: J. of Biol. Chem. 105, 467 (1934): 15. Mitteilung: 
Ebenda 111, 749 (1935). 

*) Biochemie. J. 30, 100 (1936). 

8) Diese Z. 174, 214 (1928). 

*) Diese Z. 216, 79 (1933). 





Hor 
und 
han 
sle 

K. | 
bel 

der 


Hor 


Wir 
zur 
und 
schr 
pun! 
lich 
Wer 


von 











Uber die Cerebronsiiure 269 


Schmelzpunkt der Acetylcerebronsiiure von nur 66—66,5°, dem fiir 
die «-Acetoxy-n-tetracosansiure, auf Grund des Schmelzpunkts 
der niedrigeren Homologen, ein durch Extrapolation errechneter 
Schmelzpunkt von 83° gegeniibersteht. Es wire in der Tat sehr 
unwahrscheinlich, da8 das optisch aktive Isomere so viel niedriger 
(17—18°) schmilzt als der Racemkérper, wihrend die Schmelz- 
punkte der nicht acetylierten Oxysiuren nur um 1° (Cerebronsiure: 
Schmelzp. 100,5—101°; synthetische «- Oxy - n - tetracosansiiure: 
Schmelzp. 99,5—100,5°) sich unterscheiden. — 2. Die Verschieden- 
heit des réntgenographischen Bildes des durch Oxydation mit 
Chromsiure erhaltenen Abbauproduktes der Cerebronsiiure und 
demjenigen der reinen n-'l'ricosansiure. Réntgenographisch verhielt 
sich das Abbauprodukt wie ein Gemisch von n-'Tricosansiiure 
(etwa 85°/,) und n-Pentacosansiure (etwa 15°/,), was fiir das 
Vorhandensein einer g-Oxy-n-hexacosansiiure in der Cerebronsiure, 
neben der als Hauptprodukt vorhandenen «-Oxy-n-tetracosansiiure, 
sprechen wiirde. 

Hinzu kommen die Befunde von F. A.Taylorund P.A. Levene) 
sowie von Klenk und Diebold‘), die in dem mit Kaliumper- 
manganat gewonnenen Oxydationsprodukt der Cerebronsiiure auBer 
Tricosansiiure das Vorhandensein von kleineren Mengen niederer 
Homologen nachgewiesen haben. Diese Befunde fiihrten Chibnall 
und Mitarbeiter dazu, in der Cerebronsiiure auch noch das Vor- 
handensein der @-Oxy-n-docosansiiure anzunehmen. Hierbei haben 
sie Offenbar die kurze Zeit vorher erschienene Mitteilung von 
EK. Klenk und F. Ditt®) iibersehen, in welcher gezeigt wird, dab 
bei der Oxydation von «-Oxysiiuren mit Kaliumpermanganat auBer 
der als Hauptprodukt zu erwartenden Fettsiiure auch niedrigere 
Homologen in nicht ganz unbetriichtlichen Mengen entstehen. 


Um eine zuverlissige Vergleichsgrundlage zu schaffen, haben 
wir nun die @-Oxy-n-tetracosansiiure synthetisch dargestellt und 
zur Klirung von Punkt 1 das Acetylderivat der synthetischen 
und der natiirlichen Siiure miteinander verglichen. Das erste 
schmolz bei 65,2—65,7°, das zweite bei 65,5—66° Der Schmelz- 
punkt des Acetylkérpers der synthetischen Siiure liegt also wesent- 
lich niedriger als der von Chibnall und Mitarbeitern extrapolierte 
Wert. Da nach ihren eigenen Feststellungen eine Beimischung 
von Homologen den Schmelzpunkt der acetylierten Oxysiiuren 


*) J. of Biol. Chem. 84, 23 (1929). 
“) J. of Biol. Chem. 111, 749 (1935). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CCLVII. 
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sehr stark herabdriickt, so sprechen die vorliegenden Daten ent. 
schieden fiir die Einheitlichkeit der Cerebronsiure. 

Was den Punkt 2 betrifft, so ist ein klares und eindeutiges 
Ergebnis nur zu erwarten, wenn der Abbau der @-Oxysiuren mit 
einer Methode geschieht, welche als einziges Abbauprodukt die 
um ein C-Atom verkiirzte Abbausiure ergibt, ohne da8 dabej 
infolge Nebenreaktionen noch niedrigere Homologen auftreten. ks 
muBte so die in den friiheren Untersuchungen beniitzte Oxydation 
mit Kaliumpermanganat von vornherein ausscheiden. Auch scheint 
es zweifelhaft, ob die Oxydation mit Chromsaure den gestellten 
Anforderungen entspricht. Wir haben deshalb den Abbau auf 


folzendem Wege durchgefihrt. 


C,,H,,-CHOH-COOH Fe-tecctat,. o.0,,-CHO HNOH, (,.H,,-CHNOH 
Oy CygH yy ON SEE, O48, O00H 








Bei der quantitativen Bestimmung verbraucht die Cerebron- 
siure, ebenso wie die synthetische «-Oxy-n-tetracosansiure, die 
fir C,,H,,0, berechnete Menge Bleitetraacetat. Die Hydroxyl- 
gruppe der Cerebronsiure muB demnach ausschlieBlich in «-Stellung 
sich befinden, woftr ein strenger Beweis bis jetzt noch nicht 
erbracht war. 

Sowohl aus der Cerebronsiure wie auch aus der synthetischen 
a-Oxy-n-tetracosansaure erhielten wir auf dem angegebenen Wege 
ohne Schwierigkeiten die gesuchte Abbausaure in guter Ausbeute. 
Beide Substanzen besaBen einen fast iibereinstimmenden Schmelz- 
punkt (77,7—78,1° bzw. 77,5—78,0°). Nach der auf Veranlassung 
von Herrn Prof. Thiessen im Kaiser-Wilhelm-Institut fiir physi- 
kalische Chemie und Elektrochemie in Berlin-Dahlem durch- 
gefiihrten réntgenographischen Untersuchung sind die beiden 
Substanzen identisch (Netzebenen Abstand d,: 56,7 bzw. 57,1 A). 
Sie ergab jedoch iiberraschenderweise keine Identitaét mit der 
synthetischen Tricosansiure (d,: 53,1 A.). Die letztere hat auch 
einen um 1—1,5° héheren Schmelzpunkt als die beiden Abbau- 
siuren, welche also noch gewisse Verunreinigungen enthalten 
diirften. Die auf Grund des réntgenographischen Befunds nabe- 
liegende Annahme, daB es sich um eine Beimengung von héheren 
Homologen handelt, ist wenigstens fiir die Abbausiure aus 
der synthetischen a-Oxy-n-tetracosansiure mit Sicherheit aus- 
zuschlieBen. 

Es liegt uns fern, damit die groBen Méglichkeiten, welche 
die Untersuchungsmethode von Chibnall und Piper fiir die 
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Erforschung der natiirlichen Fettsiuren eréffnet hat, irgendwie 
anzuzweifeln. Doch wird man die Frage, inwieweit in den Abbau- 
siuren neben der als Hauptprodukt zweifelsfrei festgestellten 
n-Tricosansiiure noch héhere (C,,) oder niedere Homologen (C,,) 
vorhanden sind, in erster Linie durch stirkere Anreicherung der- 
selben auf dem Wege der fraktionierten Destillation entscheiden 
miissen. Die von uns beniitzte Fraktioniermethode hat sich bei 
den Untersuchungen iiber die ungesittigten Fettsiuren der Phos- 
phatide, wo im wesentlichen Gemische von C,,, C,, und C,, 
Siuren vorliegen, gut bewahrt. Es ist nicht einzusehen, warum 
die Methode bei der Zerlegung eines Gemisches von ©,,, U,, und 
(,, Siiuren versagen sollte. Wir haben so 7,5 g der aus der Cere- 
bronsiure gewonnenen Abbausiure einer scharfen Fraktionierung 
unterworfen. Samtliche Fraktionen bestanden nach Aquivalent- 
sewicht und Schmelzpunkt aus nahezu reiner Tricosanséure. Kine 
auch réntgenographisch reine Tricosansiure wurde jedoch nicht 
erhalten. Wir sind uns der Grenzen der Leistungsfihigkeit 
unsererer Fraktioniermethode wohl bewubt. Eine Beimengung 
von niederen und héheren Homologen in Mengen von iiber 5 
bis 10°/, hatten sich jedoch dem Nachweis nicht entziehen 
kénnen. Die Moéglichkeit einer Beimengung von kleineren Mengen 
ist nicht auszuschlieBen. 

Der unmittelbare Vergleich unserer Cerebronsiure mit der 
synthetischen @-Oxy-n-tetracosansiure scheint uns damit durchaus 
fir die Einheitlichkeit derselben zu sprechen. Wir konnten 
keinerlei Anhaltspunkte dafiir bekommen, daB sie auBer der 
w-Oxy-n-tetracosansiure auch nennenswerte Mengen «-Oxy-n-do- 
cosan- und @#-Oxy-n-hexacosansiure enthilt. Die Anwesenheit 
von kleineren Mengen der Homologen halten wir immerhin fiir 
moglich. Wir zweifeln nicht daran, daB es schlieBlich gelingen 
wird, mit zunehmender Verfeinerung der Methodik, insbesondere 
mit Zuhilfenahme der Réntgenanalyse, das Vorhandensein von 
Verunreinigungen irgendwelcher Art tatsichlich auch nachzuweisen. 
Trotadem wird man die Cerebronsiure mit gutem Grund als 
¢-Oxy-n-tetracosansiure ansprechen diirfen. Es ist vielleicht 
nicht iiberfliissig, darauf hier noch ausdriicklich hinzuweisen, nach- 
dem die schon jahrelang sich hinziehende Diskussion iiber die 
Natur der Cerebronsiure von dem urspriinglichen Ausgangspunkt, 
namlich der klaren und priizisen Fragestellung, ob eine «-Oxy- 
isopentacosansiure oder eine w-Oxy-n-tetracosansiiure vorliegt, 
Schritt fir Schritt abgedriingt wurde und sich jetzt ausschlieB- 
18* 
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lich auf die Frage nach der Einheitlichkeit der Substanz kon. 
zentriert. 
a-Oxy-n-tetracosansaure 


Die Oxysiiure ist vor kurzem von R. Ashton, R. Robinson und 
J.C.Smith’) nach einer anderen Methode zum erstenmal dargestellt 
worden. Als Ausgangsmaterial fiir die Synthese diente im vorliegen- 
den Fall die Erucasiure ,.Kahlbaum“. Sie wurde auf dem Wege iiber 
den Behensiureithylester nach der Vorschrift von W. Bleyberg 
und A. Ulrich’) zunichst in die n-T'etracosansiiure (Schmelzp. 84°: 
Aquiv.-Gew. fiir C,,H,,O, ber. 368,4, gef. 368) tibergefiihrt. Die 
in der iiblichen Weise durch Bromierung erhaltene «- Bron- 
n-tetracosansiiure (Schmelzp. 70—70,5°) wurde zur Uberfiihrung 
in die Oxysiure mit 20°/,iger wiiBriger Natronlauge unter Zusatz 
von etwas Alkohol 36 Stunden auf dem Wasserbad erhitzt, wobei 
bereits in der Wirme das Natriumsalz der Oxyséure ausfiel. Nach 
dem Abkiihlen wurde es abgesaugt. Die daraus in Freiheit ge- 
setzte Oxysiiure reinigte man wie die natiirliche Cerebronsiiure 
nach KE. Klenk’) tiber das Magnesiumsalz und krystallisierte sie 
dann wiederholt aus Benzol und Aceton um. Schmelzp. 99,5—100,5°; 
Aquiv.-Gew. C,,H,,0, ber. 384,4, gef. 385,3. 


a-Acetoxy-n-tetracosansaure 


Zur Acetylierung kochte man die synthetische Oxysiiure mit 
der etwa 20fachen Menge Acetylchlorid 3 Stunden unter Riick- 
fluB. Nach vorsichtigem Abdestillieren des Acetylchlorids wurde 
das verbleibende Rohprodukt mehrmals aus Petrolither unter guter 
Kihlung mit einer Kiltemischung umkrystallisiert. Schmelzp. 65,2 
bis 65,7°. Die Substanz schmilzt also auffallenderweise niedriger 
als das Acetylderivat der ¢-Oxystearinsiiure (Schmelzp. 70,1—70,3". 

3,943 mg Subst.: 10,583 mg CO,, 4,150 mg H,O. —- 21,130 mg Subst.: 
0,977 cem n/20-NaOH (Halbmikroacetylbestimmung nach Freudenberg). 

C,,H»O, Ber. C 73,18  H 11,82  CH,CO 10,09 
Gef. ,, 73,20 » Bet “ 9,95. 

Acetylierungen mit Essigsiiureanhydrid fiihrten zu unreinen Produkten, 
die 1—2° niedriger schmolzen und schlecht krystallisierten. Dazu ist zu 
bemerken, daB nur die geschmolzene und wieder erstarrte Substanz einen 


scharfen Schmelzpunkt besaf. Die nicht aus dem SchmelzfluB erstarrte 
Substanz schmolz sehr unscharf bei 64—80°. 





’) J. chem. Soe. London 1936, 283. 
*) Ber. chem. Ges. 64, 2504 (1931). 
*) Diese Z. 166, 277 (1927). 
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Oxydation der Cerebronsaure 
und der synthetischen «-Oxy-n-tetracosansaiure mit Bleitetraacetat 


Die fiir die Versuche verwendete Cerebronsiiure war aus einem Cere- 

















nd brosidgemisch gewonnen, das nur noch Spuren von Phosphor enthielt, und 
lit JE das frei war von einem bei der Hydrolyse mit 16°/,iger Schwefelsiure unter 
” | Kobleabscheidung sich zersetzenden zuckerhaltigen oy Sie war durch 
- wiederholtes Umfillen mit Magnesiumacetat “aud . Klenk®) und mehr- 
ar maligem Umkrystallisieren aus Aceton gereinigt. po 100,5--101°. 
rg Aquiv.-Gew. C.,H,,0, ber. 384,4, gef. 384. 
i Acetylcerebronsaure. Die Acetylierung erfolgte wie oben bei 
Jie [ der synthetischen Oxysiiure. Schmelzp. 65,5- 66°. 
Il 4,325 mg Subst.: 11,619 mg CO,, 4,561 mg H,O. — 19,453 mg Subst. : 
ing 0,895 eem n/20-NaOH (Halbmikroacetylbestimmung nach Freudenberg). 
atz CyeH,o0, Ber. C 73,18  H 11,82 CH,CO 10,09 
bei Gef. ,, 783,27  ,, 11,80 » 9,88 
a} pe . . . ” > ° at ee 
oa Zur Oxydation wurde die in reinem Eisessig*) geléste Oxy- 
si siiure mit tiberschiissiger n/10-Bleitetraacetatlésung ’ (Bleitetr aacetat 
ei in Kisessig*) gelést] wihrend 72 Stunden bei einer ’emperatur 
acl von 40° stehen gelassen. Nach Zugabe einiger Kubikzentimeter 
: einer konzentrierten Kaliumjodid—Natriumacetatlésung verdiinnte 

man mit Wasser auf das Doppelte des urspriinglichen Volumens 

und titrierte das freigemachte Jod mit n/10-Thiosulfatlésung 
| zuriick. 
nit a = = = = ———$ — — —- - — —— - 
ok- 40:Pb Verbrauch | Verbrauch 
de Einwage in g valle ; n/10-Na,S,0. n/ hO-F'h-4-acetat = s 
ter 4-acetat In cem ‘i. on ar ce 
7.2 IS — aaa — = — —— | 
vor Cerebronsiure | | | 
0,2168 20 (T. 0,8820) 6,16 0,2545 |  0,2500 
0,1890 20 (, 0,8820) 7,58 0.2230 | 0,2179 
st: 0,2118 0(,, 0,8820) 6,25 0,2525 | 0,2442 
a 0,2000 01" 0,8800) 7,00 0,2349 | —0,2807 

«-Oxy-n-tetra- | 

cosansiure | 
: 0,0983 10 (T. 0,8820) 3,66 0.1144 | 0,1134 

en, § 0.0296 10(,, 0,8800) 7,20 0,0355 | 0,0342 
zu | 
, ' | 
n 
Ks Nach der Titration wurde das ausgefallene Oxydationsprodukt | 


mit Ather ausgeschittelt, die ‘therische Lésung siurefrei ge- | | 
waschen und der Ather abdestilliert. Aus einem Ansatz mit 3 g Be | 
Cerebronsiure wurden 2,5 g Aldehyd erhalten. | | 





*) Mit Chromsiiure behandelt und destilliert. 
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Uberfiihrung des Aldehyds in die Fettsaure 


Auf 2,5 g des in 100 ccm Alkohol gelésten Rohaldehyds lief 
man wihrend 36 Stunden 0,55 g Hydroxylaminchlorhydrat und 
0,55 g Natriumcarbonat, die in 100 ccm 80°/,igem Alkohol gelist 
waren, einwirken. Nach dem Stehen iiber Nacht im Eisschrank 
wurde das ausgefallene Oxim abgesaugt und noch 2mal aus 
80°/,igem Alkohol umkrystallisiert. Schmelzp. 98—99°. Das 
Oxim kochte man 30 Minuten mit 15 ccm Essigsiureanhydrid, 
destillierte das iiberschiissige Anhydrid ab und krystallisierte das 
zuriickbleibende Nitril noch 2mal aus Aceton um. Schmelzp. 52 
bis 52,5°. Die Verseifung des Nitrils erfolgte durch 48stiindiges 
Kochen am RiickfluBkiihler mit 50°/,iger waBriger Natronlauge 
unter Zusatz von etwas Alkohol. Die mit Mineralsiure in Freilicit 
gesetzte Fettsiure wurde mit Ather ausgeschiittelt und nach A)- 
destillieren des Athers wiederholt aus Benzol und Aceton un- 
krystallisiert. Glinzende Blaittchen. Bei jeder der verschiedenen 
Abbaustufen wurde eine annihernd theoretische Ausbeute erzielt. 
Irgendwelche Unterschiede bei den Abbauprodukten aus der syn- 
thetischen und der natiirlichen Oxysiure haben sich nicht ergeben. 

Abbauséiure aus synthetischer @-Oxy-n-tetracosan- 
siure. Schmelzp. 77,5—78,0°. Aquiv.-Gew. C,,H,.0, ber. 354,3, 
gef. 355. 

Abbauséure aus Cerebronsaure. Schmelzp. 77,7—78,1". 
Aquiv.-Gew. gef. 352,5, 357. Eine Mischprobe der beiden Siiuren 
zeigte keine Schmelzpunktsdepression. Beide Produkte schmolzen 
beim unmittelbaren Vergleich noch 1—1,5° niedriger als reine 
synthetische Tricosansiiure. 


Fraktionierte Destillation der Abbausaéure aus Cerebronsaure 


7,5 g des Methylesters der Siure wurden in dem Appaiat 
von E. Klenk?!) bei einem Druck von 0,3 mm Hg und einer 
Badtemperatur von 235—245° mit folgendem Ergebnis fraktio- 
niert destilliert (vgl. folgende Tabelle). 

Fraktion 7 wurde durch nochmalige Destillation des in der Apparatur 
und insbesondere in der Kolonne verbliebenen Riickstandes in einem kleine 
Claisenkolben erhalten. 

Die vorliegenden Zahlen lassen allenfalls auf das Vorhanden- 
sein von Spuren einer C,,-Siure oder anderer niederer Homologe! 
der Tricosanséure schlieBen. 





10) Diese Z. 242, 250 (1936). 
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Methylester Freie Siure 

bs a 3 | | Ti Nach “wiederholtem | 44¥iv-- 
z as ee | anlar stallisier. aus Ww. 
= |Menge| Schmelzp.|Schmelzp. | Aquiv.- | Bensol und Aectos Gew 
Z| ing in ° in® | Gew. ‘Schmelzp. | “Aquiv.- ber. 

| |} in® | Gew. 
i] a2 | 54,0 |77,6—77,8| 352,6 |78,0—78,3) 354,5 | C,H, 
2} 0,85 55,0 |77,8—780| 3536 |78,0—78,5| 354,7 
3} 1,00 55,3 |77,8—78,0| 354,2 |78,0—78,5  353,5 354,4 
4] 0,97 | 55,8 | 77,8—78,0| 354,1 | 78,0—78,5/ 355,3 
5] 1,19 | 55,8 | 77,8—78,0] 355,0 | 78,0—78,5| 355,2 
6| 0,96 | 55,38 |77,8—78,0| 353,8 |78,0—78,5| 354,7 
7] 0,94 | 55,2 77,6—78,0| 854,8 | 78,0—78,5, 354,0 








Rontgenographische Untersuchung der Abbausauren 
(ausgefiihrt im Kaiser-Wilhelm-Institut fiir physikalische Chemie 
und Elektrochemie in Berlin-Dahlem durch Dr. Kohlhaas) 
Zur Untersuchung kamen folgende 4 Substanzen: 
I. Synthetische Tricosansiure (Schmelzp. 78,5—79°). 
II. Abbausiure aus der synthetischen «-Oxy-n-tetracosan- 
siure (Schmelzp. 77,5—78,0°). 
III. Abbausiure aus der Cerebronsiure (Schmelzp. 77,7—78,L°). 
IV. Durch fraktionierte Destillation gereinigte Abbausiure 
aus der Cerebronsiure. Fraktion 5 (Schmelzp. 78,0—78,5°). 


Die folgende Tabelle enthilt die nach der Methode von 
Debye-Scherrer erhaltenen Werte in Angstrémeinheiten. Die 
Werte d, geben die langen Netzebenenabstinde, d, und d, die 
Netzebenenabstiinde in den Querrichtungen an. Die Zallen- 
angaben sind auf 1°/, genau. 




















d, ds d, 

I. 53,1 3,67 4,17 
Il. 57,1 3,74 4,20 
Ill. 56,7 3,71 4,13 
IV. 56,4 3,70 4,15 


Die Netzebenenabstinde d, und d, sind bei den Priaparaten 
nahezu gleich, wihrend der iacewenbetond d, von Priparat | 
stark abweicht von denen der iibrigen Praparate, die nicht sehr 
voneinander verschieden sind. Nach dem uns vorliegenden Bericht 
von Herrn Dr. Kohlhaas besteht die Méglichkeit, dab die Pripa- 
vate II—IV noch Reste einer Siure C, Hi, »0, enthalten, oder dab 
in den Priiparaten I bzw. II—IV zwei "yoonoliedene Madithetionen 
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vorliegen. Herr Prof.Thiessen schreibt uns dazu noch folgendes: 
»Aus der Untersuchung meines Mitarbeiters Dr. Kohlhaas geh; 
hervor, da8 2 Gruppen von Produkten vorliegen. Dayon gehdrey 
II, II und IV in eine Gruppe, wihrend Priparat I eine andere 
Gruppe darstellt. Zu den Schlubfolgerungen des Berichts you 
Dr. Kohlhaas bemerke ich, da die Praparate II, II und ly 
unter sich in den Grenzen der Mebgenauigkeit bei dem hier best- 
moéglichen Verfahren identisch sind. Sollten diese Priparate dahe 
Beimengungen enthalten, so miibten diese nach Art und Menge 
gleich sein. Falls dies nach der Methode der Darstellung und 
Reinigung nicht wahrscheinlich ist, miiBte man die zweite Méglich- 
keit ernsthaft ins Auge fassen, da naimlich die Priparate beider 
Gruppen nahezu rein sind, aber zwei verschiedenen allotrope: 
Modifikationen angehéren. Solche fille sind bei derartigen Ver- 
bindungstypen keineswegs selten; eindeutig entschieden kinnte 
dariiber réntgenographisch nur an Hinkrystallen werden.“ 

Wir bemerken hierzu, daf fiir die Synthese der Tricosansiiure 
(Priiparat I) ebenso wie fiir die Synthese der e-Oxy-n-tetracosan- 
siure als Ausgangsmaterial die Erucasiiure ,,Kahlbaum* diente. 
Letzten Endes ist also auch Priiparat IJ aus demselben Ausgangs- 
material wie I gewonnen worden. Von geringen Verunreinigungen 
abgesehen, miissen diese beiden Priiparate ihrer chemischen 
Zusammensetzung nach identisch sein. Kine Verunreinigung durch 
n-Pentacosansiure kann beim Priiparat II ebensowenig wie beim 
Priparat I in Betracht kommen. Dies kann also auch nicht die 
Ursache fiir die Verschiedenheit des réntgenographischen Befunds 
von Priiparat I und IJ sein. 


Dem Reichsforschungsrat und der Deutschen Forschungs 
gemeinschaft danken wir fiir die Mittel, welche fiir die Durchfiihrung 
der Untersuchung zur Verfiigung gestellt wurden. 


zal) 





Wir 

Kohl 
Kno 
«VY 
Mole 
Fett 


an 
hi 








Zur Kenntnis der Fette aus Fettsiuren 
mit ungerader Kohlenstoffatomzahl 

Y § (Vorliufige Mitteilung) 

Von 


Werner Keil, Hans Appel und Gerhard Berger 


(Aus dem Ammoniaklaboratorium Oppau der I. G. Farbenindustrie A.-G., 
\ Ludwigshafen am Rhein) 
oT ’ (Der Schriftleitung zugegangen am 4. Dezember 19388) 


Uber den intermediiiren Stoffwechsel von Fetten, die nur 
aus Glyceriden von Fettsiuren mit ungerader Kohlenstoffatom- 
zal bestehen, legen in der Literatur keine Erfahrungen vor. 
\Vir wissen zwar, da Fettsiiuren mit gerader oder ungerader 


Kohlenstoffatomzahl im. tierischen Organismus sowohl nach der 
; Knoopschen #-Oxydation als auch nach der Verkadeschen 
. «-Oxydation (zumindest Fettsiiuren mit 8—12 C-Atomen im 


' Molekiil) abgebaut werden kénnen. Wiahrend nun die natiirlichen 

' Fette aus Glyceriden nur ,,gerader“?) Fettsiiuren in fast jeder 

Menge und in den verschiedenartigsten Fettsiiurekombinationen 

zur Verfiigung stehen, sind Glyceride ,ungerader“ Fettsiiuren nur 

synthetischen Wegen zugiinglich. So erklirt sich unsere 

niangelhafte Kenntnis auf dem Gebict der Fette aus ,,ungeraden“ 
ettsiuren. 

Der eine von uns (B.) hat jetzt in gréBerer Menge aus Cocos- 

; # ictt ein Fett hergestellt, dessen Fettsiuren um je eine CH,-Gruppe 

if synthetischem Wege verlingert wurden. Die Darstellung ge- 

nah auf dem iiblichen Wege: Cocosfettsiiuren —> Alkohole --> Bro- 

nide —» Nitrile —> Fettsiuren —> Glyceride. Das so erhaltene 

ngerade“ Cocosfett unterschied sich vom natiirlichen Cocosfett 

durch eine geringe Erhéhung des Schmelzpunktes’). Wir 


Im folgenden bedeutet ,,gerade“ bzw. ,,ungerade“ der Kiirze halber 
r: mit gerader bzw. ungerader Kohlenstoffatomzahl. 

Die Erhéhung des Schmelzpunktes ist nicht nur durch die Ketten- 
verlingerung der Fettsiiuren bedingt; der geringe Anteil des natiirlichen 
Vocosfettes an Olsiiure geht bei der Hydrierung verloren und erscheint in 
; ungeraden“ Fett in einer Vermehrung der Nonadecansiiure. 
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hofiten, mit einem solchen ,ungeraden“ Fett den intermediiirey 
Stoffwechsel der ,ungeraden“ Fettsiuren besser kliren zu kéniey, 
als mit den bislang meist verwendeten reinen Glyceriden einzelney 
,ungerader“ Fettsiuren. 

Wir haben zuerst an weifen Ratten den Respiratoriscliey 
Quotienten gemessen. Die Tiere — je fiinf — erhielten vor dew 
Versuch eine nur aus Brot bestehende Kost. Nach Messuneg des 
R.Qu. erhielten die Ratten das zu untersuchende Fett (pro ilo. 
gramm 15 ccm). Nach weiteren 2 Stunden wurde der R.Qu. er. 
neut gemessen. 

R.Qu. von je 5 Ratten 





Vor der Fettgabe Nach der Fettgabe 





Natiirliches Cocosfett 


0,99 0,79 
0,93 0,79 





,»Ungerades“ Cocosfett 


0,99 0,80 
0,92 0,76 


Man sieht, da8 der R.Qu. auch durch das ,ungerade“ Fett 
gesenkt wird. 

Spaltungsversuche mit Pankreaslipase (Glycerinextrakt) bei 
Py 8 mit emulgiertem Fett bei 37° ergaben bei nativem Cocos- 
fett in 2 Stunden im Mittel 65°/, Spaltung, bei ,,ungeradem’ 
Cocosfett im Mittel 64,5°/, Spaltung. 

Wir gingen nun zu Fiitterungsversuchen iiber. Je 10 wei'e 
Ratten von etwa 120g durchschnittlichem Anfangsgewicht er- 
hielten ein Futter aus geschrottetei Mais, Weizen und Gerste 
(zu gleichen Teilen), das mit 10°/, ,ungeradem“ bzw. natiirliclem 
Cocosfett imprigniert war. Als Zulagen erhielten die Tiere noc!i 
50 g Spinat fiir je 10 Ratten pro Tag. Von dem Fettfutter 
konnten die Tiere so viel fressen wie sie mochten. Beide Gruppe 
verhielten sich, objektiv betrachtet, véllig gleich. Die Gewiciits- 
kurven deckten sich withrend des 20 tiigigen Versuches (dure: 
schnittliches Endgewicht fiir beide Gruppen 141 g). Ein Teil dev 
Tier wurde nun getétet. Die nach Kumagawa}) gewonnene! 
Fettsiuren der Gesamttiere zeigten bei der nativen Cocos!¢t'- 


') Kumagawa u. Suto, Biochem. Z. 8, 337 (1908). 
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Fette aus Fettsiiuren mit ungerader Kohlenstoffatomzahl III 


sruppe eine Jodzahl (nach Hanus) von 36,5, bei der ,ungeraden* 
Cocosfettgruppe 35,3 ?), 

Man sieht, daB das ,ungerade“ Cocosfett sich bei der Ver- 
fitterung wie natiirliches Cocosfett verhiilt. 

Ks war noch daran zu denken, daf vielleicht den ungeraden 
Fettsiiuren im Stoffwechsel eine gréSere Dicarbonsiiurebildung 
sukommen kénnte. Wir haben deshalb Fiitterungsversuche mit 
Ziezenliimmern angesetzt, die als einzige Fettquelle in Mager- 
milch emulgiertes Cocosfett bzw. ,ungerades“ Cocosfett erhielten. 
Die Ziegen bekamen etwa 30°/, ihrer Gesamtcalorien der Nahrung 
ais Fett. Es wurde das C:N-Verhiltnis im Harn untersucht. 
Dieses war fiir beide Fettarten (an denselben Tieren bestimmt) 
praktisch gleich: 





Cocosfett | Ungerades Fett 


0,80 0,84 
0,76 0,69 


Mittelwerte aus je 7 Bestimmungen an 2 Tieren. 


Ks ist also nicht anzunehmen, dafi das ,,ungerade“ Cocosfett 
mehr Dicarbonsiuren bei der Ziege bildet als das natiirliche. 
Stoffwechselversuche an Hunden und anderen Tieren stehen 
noch aus. Die Untersuchungen werden auf breitester Basis fort- 
fiibrt. 
Zusammenfassung 


Cocosfettsiiuren wurden auf synthetischem Wege um je eine 
CH,-Gruppe in ihrer Kette verlingert. Aus solchen Fettsiiuren 
nur ungerader Kohlenstoffatomzahl wurde durch Verestern mit 


Glycerin ein Fett hergestellt. Dieses verhilt sich im Tierversuch 


.u., Lipasespaltung, Rattengewichtskurve, Jodzahl des Fettes 
der Versuchsratten, C:N-Verhiltnis im Urin) wie natiirliches 


\ U ‘ostett. 


Die Jodzahl der Fettsiiuren von normal erniihrten Ratten fanden 


in Ubereinstimmung mit der Literatur ~ 80. 
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Uber Protochlorophyll und Vinyl-phaoporphyrin a, 
(Vorliufige Mitteilung) 
Von 
Hans Fischer, Helmut Mittenzwei und August Oestreicher 


Aus dem Organisch-chemischen Institut der Technischen Hochschule Miinchen) 


(Der Schriftleitung zugegangen am 28. Januar 1939) 


Durch unsere Untersuchungen sind eine Reihe von Vinyl- 
porphyrinen bekannt geworden, so Vinyl-rhodoporphyrin, 10-Acet- 
uxy- und 10-Oxy-vinyl-phioporphyrin a,, um nur einige zu nennen. 
Diese Vinyl-porphyrine haben — abgesehen von ihrer Bedeutung 
fiir die Konstitutionsauffassung des Chlorophylls — eine besondere 
Wichtigkeit wegen ihrer Beziehung zum Protochlorophyll. 

Protochlorophyll ist zuletzt von Noack und Kiessling’) 
einer eingehenden, chemischen Bearbeitung unterzogen worden. 
Von diesen Autoren wurden aus Protochlorophyll nach ver- 
schiedenen Methoden u. a. mit Ameisensiure—Kisen — einer 
Methode, die von uns zuerst?) zur Darstellung des Protoporphyrins 
aus Himin entwickelt wurde — Porphyrine isoliert, unter denen 
nach der Beschreibung Vinyl-phioporphyrin a, und Vinyl-chloro- 
porphyrin eg mindestens als Bestandteil enthalten sein konnten, wie 
insbesondere aus der spektroskopischen Beschreibung hervorging. 

Nachdem wir auch in der b-Reihe bereits vor lingerer Zeit die 
Nichthydrierung der Vinylgruppe durch Ameisensiure festgestellt 
hatten®), lag es nahe, diese Methode zur Gewinnung von Vinyl- 
phioporphyrin a, zu beniitzen. In der Tat konnte aus Phio- 
phorbid a durch Behandeln mit Ameisensiure—Kisen bei erhéhter 
lemperatur Vinyl-phioporphyrin a, nach der Veresterung in 
renem, krystallisiertem Zustand dargestellt werden. Der Korper 
krystallisiert prachtvoll und reagiert mit Diazoessigester unter 
Blauverschiebung. Bei der Hydrierung entstand Phioporphyrin a,. 
Kurzum alle Reaktionen beweisen — auch die Analyse —, daB 
Vinyl-phioporphyrin a, vorliegt. 


') Diese Z. 193, 97 (1930). 
*. H. Fischer u. B. Piitzer, Diese Z. 154, 39 (1926). 
’)) H. Fischer u. St. Breitner, Liebigs Ann. 516, 61 (1935). 








V Hans Fischer, Helmut Mittenzwei und August Oestreiche;. 


Noack und Kiessling hatten fiir die Gewinnung ile 
Protochlorophylls Samenhaute von Kiirbissamen gedient. ])a; 
gleiche Material hat uns Herr Kollege Seybold in Heidelberg 
zur Verfiigung gestellt, wofiir wir ihm auch hier unseren yer- 
bindlichsten Dank aussprechen. Seybold hat auch vor kurzey 
die Nichteinheitlichkeit des Protochlorophylls festgestellt; es ist 
in ihm noch eine b-Komponente enthalten!). Auf diese Befunde 
werden wir demnichst ausfiihrlicher zuriickkommen, ebenso auf 
die sonstigen Befunde von Noack und Kiessling und weitere 
Bearbeiter. 


Mit Hilfe von Oxalséure nun lift sich aufSerordentlich leicht 
das komplexgebundene Magnesium aus Protochlorophyll-Lisung 
- entfernen, und bei der spektroskopischen Beobachtung stellten 
wir dann eindeutig Porphyrinspektrum fest. Der Hauptbestand- 
teil war restlos identisch mit Vinyl-phioporphyrin a,. Auch die 
Blauverschiebung mit Diazoessigester trat ein, und nach allen 
Reaktionen mu8 auch hier das genannte Porphyrin vorliegen. 
Hiernaeh ist wohl sicher, daB das aus dem Hiutchen der Kiirbis- 
samen isolierbare Chlorophyll das Magnesiumsalz des Vinyl- 
phioporphyrin a, als Hauptkomponente enthalt. Fir die Fest- 
stellung der b-Komponente ist die Ameisensiure—Kisen-Methode 
nicht geeignet, weil — wie wir uns bei reinem Phiaophorbid b 
iiberzeugten — hier die Gewinnung des betreffenden b-Vinyl- 
porphyrins, wenigstens nach den bisherigen Versuchen, nicht olne 
weiteres gelingt. Mit der eingehenden Untersuchung und Aui- 
klarung der Verhialtnisse sind wir weiter beschiftigt. 


Die wichtigste Frage ist natiirlich nun die, ob Protochloro- 
phyll wirklich eine Vorstufe des Chlorophylls darstellt, wie die 
meisten Autoren das bis jetzt annehmen oder nicht. Im ersteren 
Fall wiirde die Chlorophyll-Synthese prinzipiell iiber die Por- 
phyrinstufe laufen, und in sekundiarer Reaktion durch Hydrierung 
wirden dann die asymmetrischen Kohlenstoffatome des Chloro- 
phylls erzeugt. Man kénnte sich aber auch vorstellen, daB Proto- 
chlorophyll ein Dehydrierungsprodukt von primir gebildetem Chloro- 
phyll darstellt. Welche der beiden Anschauungen die richtige 
ist, muB die weitere Untersuchung zeigen. Erinnert sei auch 1” 
diesem Zusammenhang an unsere Porphyrinbefunde in Pflanzen, 
die wieder aufgenommen werden sollen. Bemerkenswert erscheit, 


1) Planta, Arch. f. wiss. Bot. 29, 120 (1938). 
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Uber Protochlorophyll und Vinyl-phioporphyrin a, VI 































daB damals das meiste Porphyrin kurz vor dem Absterben der 
| Pflanzem beobachtet wurde’). 

TY Die Konstitution unseres Vinyl-phaoporphyrin a, in dem an- 
t- Bf cegebenen Sinne haben wir weiter festgelegt durch " Oberfthrang 
m1 yon 10-Acetoxy-vinyl-phaoporphyrin a, *) in Vinyl-phaioporphyrin a,, 
ist J Versuche, die Herr Albert durchgefihrt hat. Mit Hilfe von 


de [ konzentrierter Schwefelsiiure kann der 10-Acetoxyrest leicht ver- 

ut seift werden. Man kommt zu 10-Oxy-vinyl-phioporphyrin a,. 

et 10-Oxy-vinyl-phaoporphyrin a, laBt sich dann durch lingeres | 
Erwirmen bei 50—60° mit Ameisenséure leicht zu Vinyl-phio- ' 

ht [— porphyrin a, reduzieren. 

ng Aus Pyrophiophorbid a wurde mit Ameisensiure—LHisen Vinyl- 


| phylloerythrin erhalten, spektroskopisch identisch mit Vinyl-phio- 
d- —& porphyrin a,. Uber Vinyl- phioporphyrin a, ebenso iiber Vinyl- 
ie phylloporphyrin, das schon vor langerer Zeit von Herrn Mac 
on Donald krystallisiert als Ester, Schmelzp. 238°, erhalten wurde, 
». @ und 2-Vinyl-y-formyl-pyrroporphyrin, Schmelzpunkt des Mono- 
| methylesters 208°, das Herr Strell erhielt, erfolgt demnachst 
|. Mitteilung, ebenso iiber die Komplexsalze, insbesondere die Phylline. 


Versuche 
|. I. Vinyl-phaoporphyrin a, aus Methylphaophorbid a. 50 mg Methy!- 


phiophorbid a werden in 12—15 cem 100°/,iger Ameisensdure gelést, zum 
Sieden erhitzt und eine Spatelspitze Eisenpulver zugegeben. Dann wird | | 
a 3'/, Minuten in leichtem Sieden gehalten. Die anfiinglich blaugriine Farbe 4] 
schligt dabei iiber Blau und Violett nach Rot um und wird schlieBlich 
braunrot, was die Bildung eines Eisenkomplexsalzes anzeigt. Die Lésung 
a wird sofort in 3 Liter Ather filtriert und mit Ather nachgespiilt. Auf diese 
le Weise werden 200 mg Phiophorbid verarbeitet. Nach dem Uberfiihren in 
n | Ather wird mit Ammoniak-Wasser die Ameisensiiure ausgewaschen. Das 
Vinyl-porphyrin liegt nun gréBtenteils als Komplexsalz vor, was an der 
braunen Atherfarbe erkenntlich ist. Das Eisenkomplexsalz wird zerstért. 
o Hierzu sind 2 Methoden méglich. 1. Ausziehen mit 20°/,iger Salzsiure, 
)» ff '/, Stunde stehen lassen und wieder in Ather zuriicktreiben. 2. Uber Nacht 
)- an der Luft stehen lassen. Die zweite Methode ergibt bessere Ausbeuten. 
). & Nun wird mit 12°/,iger Salzsiure fraktioniert und in 3 Litern frischen 
Ather iiberfiihrt, mit Diazomethan nachverestert und eingeengt. Das Por- 
| phyrin krystallisiert gut in wetzsteinformigen, violetten Krystallen. Um- 
| krystallisieren aus Aceton-Methylalkohol. Ausbeute 40 mg. Schmelzpunkt 
, & bei 320° noch nicht geschmolzen. Zur Analyse bei 70° im Hochvakuum 
| & mae, 


') H. Fischer u. F. Schwerdtel, Diese Z. 159, 120 (1926). 
*) H. Fischer u. W. Lautsch, Liebigs Ann. 525, 263 (1936). 








